B
7)-;(
O \‘\\

< UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

DEPARTAMENTO DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA AGROALIMENTARIA

CARACTERIZACION REOLOGICA Y ESTRUCTURAL DE COMPLEJOS
COACERVADOS DE AISLADO DE PROTEINA DE AMARANTO-PECTINA

TESIS

Que como requisito parcial
para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA AGROALIMENTARIA

Presenta:
Karla Garcia de la Rosa

Bajo la supervision de: Consuelo S. O. Lobato Calleros, Doctora.

U

Chapingo, Estado de México, 25 Noviembre de 2020



CARACTERIZACION REOLOGICA Y ESTRUCTURAL DE COMPLEJOS
COACERVADOS DE AISLADO DE PROTEINA DE AMARANTO-PECTINA

Tesis realizada por C. Karla Garcia de la Rosa bajo la supervision del Comité
Asesor indicado, aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial

para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIA Y TEGNOLOGIA AGROALIMENTARIA

DIRECTOR:

DRA. CONSUELO LOBATO CALLEROS

CODIRECTOR:

-

DRA. LANDY HERNANDEZ RODRIGUEZ

ASESOR:

DR. ELEAZAR AGUIRRE MANDUJANO



CONTENIDO

LISTADE CUADRO S . ... e Vi
LISTA DE FIGURAS . . .. viii
DEDICATORIA. .. iX
AGRADECIMIENTOS. . ...t X
DATOS BIOGRAFICOS.......ui i, Xi
1 INTRODUCCION GENERAL ......ccuiitiiiecte e et 1
2 REVISION DE LITERATURA ....ooiiiiteee ettt 4
2.1 AMARANTO Lo e 4
2.1.1  Generalidades..........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiii 4
2.1.2 Composicion quimica proxXimal ...............eviiiiiiieeeiiieeicce e 5
2.1.3  PrOEINGS ....eeeiiiieeiiieie e 6
2.1.4 Aislado de proteina de amaranto ..............cccceeeeeeeeeieiiiiiiiiie e, 9
2.2 PECTINA ettt e et eeeeeaea 10
2.3 COACERVACION. ......ciiieeeeeeeeeeeeeee ettt 13
2.3.1 Potencial-zeta (0).........cceerrmmmuuiiiiee et 13
2.3.2 Interacciones entre biopolimeros ...........cccceeeviiiiiiiiiiiiiii e, 15
2.3.3 Fendmeno de CoacervacCion ...........c.uuueeieeeeeeeniiiiiiiieeee e e 19
2.4 CARACTERIZACION DE COACERVADOS.........ccooveieeeeeeeeee e 23
2.4.1 REO0IOQIA . ..ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 23
2.4.2  MICTOBSITUCTUIA. ....ceeiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeee ettt 29
25 LITERATURA CITADA ..ot 30



3 CARACTERIZACION REOLOGICA Y ESTRUCTURAL DE COMPLEJOS
COACERVADOS DE AISLADO DE PROTEINA DE AMARANTO-PECTINA... 40

3.1 INTRODUCCION ..ottt 42
3.2 MATERIALES Y METODOS.......c.ooiiieieeeeeeeeeee et 43
3.2.1 Ubicacion del Trabajo............uuiiiiiiiiiiiieeces e 43
3.2.2  MALEIIAIES.....eeieiieieee it 44
3.2.3 Preparacion de harina de amaranto..........cccoeeeeevevveeiiiiiiieeeeeeeennnns 44
3.2.4 Obtencion de aislado de proteina de amaranto (APA).................. 45
3.2.5 Formacion de [0S COMPIEJOS......cveiiiiiiiiiiiiiie e e 46
3.2.6  Soluciones base de biopOlIMEroS .........cccceeiiiiiiiiiiiiieeee e 46
3.2.7 Mediciones de potencial { y tamafio de particula......................... 46
3.2.8 Elaboracion de los complejos coacervados ..........cccccceeeeeeiiinnnnnee. 47

3.2.9 Rendimiento, contenido de proteina y humedad de los complejos
[od T Yo =T VT [0 1S T 47

3.2.10 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

(FTIR) e oottt ettt ettt et et et et e e et et et et et et et et et enenes 48
3.2.11  Propiedades reoldgicas de los complejos coacervados............. 48
3.2.12  Microestructura de los coacervados ............ccccuveeeeieeeeenniniinnee 49
3.2.13  ANAlISIS de datOS........uuuiiiiiieieiiiiiiiieieee e 49
3.3 RESULTADOS Y DISCUSION ..ot 49
3.3.1 Composicién quimica proximal de harina.........ccccccccevvvvvevveeeeennnnn.. 49
3.3.2 Obtencion de proteina aislada ...........cccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 51
3.3.3 Mediciones de potencial € ..........ccccceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 53

3.3.4 Rendimiento, contenido de proteina y humedad en los complejos

(oo T= (611 477 (o [0 1 JNUR TP 55

3.3.5 Espectroscopia de infrarrojo con trasformada de Fourier (FTIR) .. 56



3.3.6 Propiedades reoldgicas de los complejos coacervados................ 59

3.3.7 Microestructura y tamafio de particula de los complejos

(oo L= Tot=] oY= (o [0 1 TP PPPPPPPPP 63
3.4 CONCLUSIONES ..ottt eeeeees 65
3.5 AGRADECIMIENTOS ... 65
3.6 LITERATURA CITADA .t 66



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Composicion de aminoacidos en las principales proteinas de

almacenamiento de AmMaranthus SPP.......ccuuruuiieeeeeiieiiiiiiee e e e e e e e e e e eeaeenns 7

Cuadro 2. Contenido de aminoacidos en A. hypochondriacus, A. cruentus, A.

caudatus, y recomendaciones de aminoacidos esenciales .............cccccevvvvnnnnnnns 8

Cuadro 3. Biopolimeros usados en la investigacion de complejos coacervados.

Cuadro 4. Pruebas reoldgicas para determinar las propiedades reologicas en

(o0 L= 1<) A V7 L0 [0 1 TUUR NPT 27

Cuadro 5. Composiciébn quimica de la harina de semilla de Amaranthus

hypochondriacus variedad Revancha. .............ccccooeeieiiiiiiiiiii e 50

Cuadro 6. Composicion quimica de harina desengrasada de Amaranthus

hypochondriacus variedad RevanCha. .................uueuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 50

Cuadro 7. Rendimiento de proteina (g de aislado / 100g de harina desengrasada)

obtenida por extraccién a pH 9y 11y precipitacibon apH 4y 5. ........cooonn 51

Cuadro 8. Composicidn quimica del aislado de proteina de Amaranthus

hypochondriacus variedad RevanCha. .................uueuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 52

Cuadro 9. Valores medios de rendimiento, contenido de humedad y proteina de

COMPIEJOS COACEIVAUODS. ...ovvuriiiiiiii e e et e e e et e e e e e e e e e e aaa s 56
Cuadrol0. Valores medios de los parametros del modelo de Ellis................... 60

Cuadroll. Valores medios de diametro hidrodinamico (dn) de los complejos

(o0 F= (611 £77: (0 [0 1 THNT TP 63

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Superficie sembrada (a) y produccion (b) de amaranto del afio 2015-

2019 de los principales estados productores de México. Fuente: SIAP (2020)..5
Figura 2. Estructura de la cadena de pectina. Fuente: Alonso-Pefia (2011)..... 11

Figura 3. Interacciones entre proteinas y polisacéaridos (Fuente: Anal et al., 2019).

Figura 4. Variacion del potencial zeta () como funcion del pH de disoluciones de
APA (0.01% p/p) (8) y PC (0.01% p/P) (#). «eeveeeeeeeiiieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 533

Figura 5. Potencial- ¢ (mV) del aislado de proteina de amaranto y complejos
coacervados a distintas relaciones y distinto pH. APA (0), APA-PC3:1/3.5 (e),
APA-PC5:1/3.5 (w), APA-PC7:1/3.5 (a), APA-PC3:1/4.5 (o), APA-PC5:1/4.5 (D),
APA-PCT:AIA.D (D). oottt e e e e e 555

Figura 6. Espectro FTIR de aislado de proteina de amaranto (APA) (a), pectina
de alto metoxilo (PC) (b) y complejos coacervados (APA-PCab). APA-PCs3:1/35(C),
APA-PCs:.135 (d), APA-PC7u3s5 (e), APA-PC3zaas (f), APA-PCsaas (g), APA-
PC7:08.5 (D). 58
Figura 7. Curvas de flujo de complejos coacervados a diferentes relaciones y pH.
APA-PC3:1/3.5 (o), APA-PC5:1/3.5 (), APA-PC7:1/3.5 (a), APA-PC3:1/4.5 (0),
APA-PC5:1/4.5 (0), APA-PCT7:1/4.5 (D). .uvveeeeeeeeiieeieeeee e 599

Figura 8. (a). Variacion del médulo de almacenamiento (G”) como funcion del %
de deformacion de los complejos coacervados de aislado de proteina de
amaranto-pectina citrica a diferentes relaciones y diferente pH. APA-PCs:1/35 (o),
APA-PCs.1/35 (), APA-PC7.135 (A), APA-PC3145 (o), APA-PCs.1a5 (0), APA-
PCrz.uas (A). (b).Variacion del médulo de pérdida (G™*) como funcion del % de
deformacion de los complejos coacervados de aislado de proteina de amaranto-
pectina citrica a diferentes relaciones y diferente pH. APA-PCs.135 (o), APA-

Vil



PCs:135 (), APA-PC7:135 (A), APA-PCa.1/45 (o), APA-PCs.145 (o), APA-PC7.1/45
A TR 622

Figura 9. Micrografias Opticas de los complejos coacervados a distintas
relaciones y distinto pH. APA-PC3:1/3.5 (a), APA-PC5:1/3.5 (b), APA-PC7:1/3.5
(c), APA-PC3:1/4.5 (d), APA-PC5:1/4.5 (€), APA-PCT7:1/4.5 (). ..oceovvvernnn 644

viii



DEDICATORIAS

A mis papés, Margarita de la Rosa Lagunas y Carlos Garcia Mercado por todas
las cosas que me han ensefiado a lo largo de mi vida, por motivarme a vivir y

apoyarme en las decisiones que he tomado.

A mis hermanos Emmanuel, Lorena, Alejandra, Rosalva, Isaac y Carlos por su
amistad, ayuda y gratitud, por las experiencias buenas y malas que pasamos

juntos.

A Daniel Aquino Giles por el amor, carifio y gran apoyo brindados durante esta

etapa de mi vida.

Karla Garcia de la Rosa



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el financiamiento otorgado en

mis estudios de posgrado.

A la Universidad Auténoma Chapingo por haberme dado la oportunidad de

cumplir una meta mas en mi vida.

A la Dra. Consuelo Lobato Calleros, por su guia, sus consejos y ensefanzas
brindados a lo largo de mi permanencia en el posgrado, los cuales me ha

fortalecido en el area profesional.

A la Dra. Landy Hernandez Rodriguez por su constante apoyo y consejos que
me han ayudado en mi vida profesional.

Al Dr. Eleazar Aguirre Mandujano por sus ensefianzas y apoyo brindado los

cuales han complementado mi formacion como profesionista.

A los profesores y personal del Posgrado en Ciencia y Tecnologia
Agroalimentaria por los conocimientos adquiridos en estos afios y el apoyo
brindado.

A las personas que de cierta manera me apoyaron Valeria, Rosa, Jairo, Vianney,

Juan José, ltzel.



DATOS BIOGRAFICOS

Karla Garcia de la Rosa nacio el 17 de junio de 1991, originaria de Metepec,
Estado de México. Sus estudios de bachillerato los cursé en la Escuela
Secundaria Técnica # 64 ubicada en Metepec, sus estudios de preparatoria los
concluyé en el Instituto Tecnolégico de Estudios Superiores de Monterrey
Campus Toluca, con Sede en Metepec. Obtuvo el titulo de Licenciada en
Nutricion y Dietética en la Universidad del Valle de Toluca por mérito académico
en el afio 2014, con nimero de cedula profesional 09150999.

Profesionalmente colabord en la elaboracién y aplicacién del programa “Salud
Nutricional en Movimiento” llevado a cabo en escuelas con programa de
“Desayuno Escolar Caliente” y “Desayuno Escolar Frio” del Municipio de Metepec
por parte del Sistema Municipal de Desarrollo Integral para la Familia (SMDIF
Metepec). Particip6 como especialista en nutricion en el Proyecto Estratégico de
Seguridad Alimentaria (PESA) en el estado de Veracruz y en el Proyecto de
Seguridad Alimentaria para Zonas Rurales (PSAZR) en el Estado de México,
ambos pertenecientes a la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural
y Pesca (SAGARPA), actualmente llamada Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural (SADER).

En agosto de 2018 ingreso al Posgrado en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria

en la Universidad Autbnoma Chapingo, para realizar estudios de maestria.

Xi



1 INTRODUCCION GENERAL

Los hébitos alimenticios de las personas han ido cambiando en los ultimos afios,
ya sea por problemas de salud (Soto-Estrada et al., 2016), o simplemente por la
preferencia de productos alimenticios y bebidas que contengan nutrimentos que
les aporten beneficios a la salud, por lo cual adquiere relevancia el estudio de los
componentes de los alimentos (Ferndndez-Alvarado et al., 2016; Martinez, 2017).
Las proteinas en particular son macronutrimentos importantes en la nutricion
humana participando en multiples funciones en el organismo por lo que deben
estar presentes en la dieta (FAO, 2020). Las proteinas son trascendentales como
componentes en los alimentos por sus propiedades funcionales como solubilidad,
viscosidad, absorcion de agua, gelacion, adhesion-cohesion, elasticidad,

emulsificacion, espumado, capacidad de ligar grasa y sabores (Zhu et al., 2019).

A pesar de que las proteinas de origen animal son de alta calidad bioldgica,
algunas provocan intolerancia o alergias. Por su parte, las proteinas de origen
vegetal son una fuente alternativa a aquellas de origen animal, por el menor costo
de produccion y su alta biocompatibilidad (Condés et al, 2012; Nesterenko et al.,
2013). Una proteina de origen vegetal considerada de excelente calidad es la del
amaranto, un pseudocereal con un contenido de proteina entre el 15y 17%,
conformada por albumina (65 %), globulina (17 %), prolamina (11 %), glutelina (7
%) y gliadina (0.01 %) siendo una ventaja para producir alimentos “libres de
gluten” para personas con enfermedad celiaca. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de Salud (OMS, 2020) tiene un alto valor nutricional por el balance
adecuado de aminoacidos esenciales para el humano, especialmente lisina,
triptéfano y metionina (Avanza, 2005). Los aminoacidos se encuentran en las
principales proteinas de almacenamiento (albumina, globulina, prolamina y
glutelina), los cuales tienen un valor biolégico y digestibilidad del 75 %
proporcionando una alta biodisponibilidad (Motta et al. 2018; Soteras et al., 2011).
En comparacion con los cereales la cantidad encontrada de lisina en el amaranto

es dos a tres veces mayor, y de aminoacidos azufrados es mayor al de las



legumbres (Nardo, et. al., 2018). No obstante, el enriqguecimiento especifico de
aminoacidos va a depender de la especie (Deleu et al., 2019; Marques et al.,
2018). Cabe mencionar que a pesar de que el amaranto sigue siendo un cultivo
importante en la agricultura y que se desarrolla en condiciones hostiles de suelo,
humedad y temperatura (SAGARPA, 2017), en los ultimos afios su siembra ha
ido disminuyendo, con el riesgo de que algunas variedades desaparezcan (Ayala-
Garay et al., 2016).

En el mercado hay cada vez més presentaciones de alimentos enriquecidos con
proteinas, usando principalmente lacteas o carnicas y en menor medida las de
origen vegetal (Becerril-Ramirez et al., 2017; Rahman et al., 2019). Por ello en
este trabajo se utilizara aislado de proteina de amaranto, ya que tiene
aplicaciones potenciales, asi mismo favorecer al aumento en el valor nutricional
del producto alimenticio (D’Amico y Schoenlechner, 2017). En conjunto con
polisacéaridos, las proteinas son incorporadas a sistemas alimenticios
contribuyendo a su estructuracion mediante la formacion de particulas vy
complejos que presentan funcionalidades mejores que de manera individual (Ru
et al., 2012). La formacion de estos complejos puede llevarse a cabo mediante
coacervacion, la cual es la separacion de dos fases liquidas, una fase
concentrada que es el coacervado y la otra fase es la solucién en equilibrio, esta
separacion de fases asociativa es causada por la interaccion de dos biopolimeros
de carga opuesta (Rousi et al., 2019). A partir de complejos coacervados se
pueden fabricar peliculas comestibles, material encapsulante o de
entrampamiento. Los complejos ademas presentan propiedades estabilizantes,

emulsionantes y gelantes (Niu et al. 2018).

Finalmente, es preciso destacar que son pocos los trabajos en los que se ha
estudiado el uso de aislado de proteina de amaranto, por lo que es necesario
desarrollar estudios en los que se evalué su interaccion con otros biopolimeros,
para la obtencion de nuevos ingredientes para la formulacion de productos

alimenticios.



Con lo expuesto anteriormente se generd la siguiente hipétesis: Debido a la
interaccion electrostética entre las moléculas positivas del aislado de proteina de
amaranto y las cargas superficiales negativas de la pectina citrica de alto metoxilo
se dara la formacién de complejos coacervados insolubles con capacidades

estructurantes.

Con base en lo expuesto, el objetivo general de esta investigacion fue formar
complejos coacervados a partir de proteina aislada de Amaranthus
hipocondriacus L. variedad Revancha-pectina citrica de alto metoxilo y

caracterizar sus propiedades fisicoquimicas, reolégicas y microestructurales.

Para el cumplimiento del objetivo general se platearon los siguientes objetivos
especificos: (a) establecer los parametros para la formacion de los complejos
coacervados proteina aislada de amaranto- pectina citrica, (b) evaluar las
propiedades fisicoquimicas de los complejos coacervados, (c) evaluar las
propiedades reoldgicas de los complejos coacervados, (d) estudiar la
microestructura por microscopia Optica y diametro hidrodinamico de los
complejos coacervados, (e) evaluar el espectro infrarrojo por transformada de

Fourier (FTIR) de los complejos coacervados.



2 REVISION DE LITERATURA

21 AMARANTO

2.1.1 Generalidades

Las semillas de amaranto son pequefias y esféricas con un diametro de 1 a 2
mm, pesan entre 0.2 a 1.1 mg, tienen una variedad de color que va de amarillo a
rojo intenso. Estas semillas se parecen en funcién y composicion a las de los
cereales (Lopez et al., 2018), a pesar de ello, se considera un pseudocereal
debido a que es una dicotiledénea, no graminea, de la familia Amaranthaceae del
género Amaranthus. De entre las mas de 70 especies existentes, las principales
que se cultivan para produccion de semillas son A. hypochondriacus, A. cruentus
y A. caudatus con origen en México, Guatemala y America del Sur

respectivamente (Matias et al., 2018).

A pesar de que sigue siendo un cultivo importante en la agricultura y que se
desarrolla en condiciones hostiles de suelo, humedad y temperatura (SAGARPA,
2017), en los ultimos afios su siembra ha ido disminuyendo, con el riesgo de que

algunas variedades desaparezcan (Ayala-Garay et al., 2016).

El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en el 2020 informé
sobre los principales estados productores de amaranto en México, entre los que
destacan con una mayor produccion Puebla, Tlaxcala y México, los estados que
se han mantenido en una produccion constante son la Ciudad de México y
Oaxaca; Morelos e Hidalgo figuraban como productores en el afio 2016, sin
embargo, no se reporta produccion en los afios consecutivos. En la Figura 1 se
muestra la superficie de siembra y la cosecha de los estados que produjeron
amaranto del afio 2015 al 2019. En general la siembra y produccion de amaranto
ha ido en decremento, inicialmente en el afio 2015 se tenia una produccion total
de 8082 ty en el 2019 disminuyo a 4672 t.
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Figura 1. Superficie sembrada (a) y produccion (b) de amaranto del afio 2015-
2019 de los principales estados productores de México. Fuente: SIAP (2020).

El amaranto se utiliza en la panificacion, sin embargo, se emplea en productos
que requieran poco volumen en la formacién de la miga como galletas, crepas,
etc., ya que no contiene gluten funcional, por lo que es ideal para personas que
padecen enfermedad celiaca (Rastogi y Shukla, 2013). Se le puede encontrar en
otros productos como cereal inflado, tortillas, frituras, bebidas y dulces tipicos
como la “alegria” (Marques et al., 2018), en complementos alimenticios de
articulos dietéticos ya que confiriere propiedades benéficas para la salud, asi
mismo se utiliza en la industria de los alimentos obteniendo aceites, almidones y

proteinas (Mapes-Sanchez, 2015).

2.1.2 Composicion quimica proximal

Las semillas de amaranto, en peso seco, tienen un contenido de almidén del 50
a 60 % (Mapes-Séanchez y Espitia-Rangel, 2010), cenizas 2.8 a 4.4 % (Huerta-
Ocampo y Barba-de la Rosa, 2012), grasa 6.1 a 8.1 %, fibra 2.2 a 5.8 % y proteina
12 al 19 % (Matias et al., 2018), de lo cual alrededor del 65 % es albumina, 17 %
globulina, 11% prolamina y 7% glutelina (Marques et al., 2018).

El alto valor nutritivo de los granos de amaranto es dado por el adecuado balance

de aminoéacidos esenciales, considerados ideales para la alimentacion humana



por la Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en
ingles, 2020), ademés de aportar fibra dietética, vitamina E, niacina, fosforo y

magnesio (D’Amico y Schoenlechner, 2017).

2.1.3 Proteinas

El contenido proteico de A. hypochondriacus es 16.5 % (Mapes-Sanchez y
Espitia-Rangel, 2010), para A. cruentus 12.7% (Juan et al., 2007) y 12.3% para
A. caudatus (Gamel et al., 2004).

Los aminoacidos se encuentran en las principales proteinas de almacenamiento
(Cuadro 1), los cuales tienen un valor biologico y digetibilidad del 75%
proporcionando una alta biodisponibilidad (Motta et al. 2018; Soteras et al., 2011).
Las principales proteinas de almacenamiento se clasifican en funcion de la
fraccion extraida: en albuminas que se obtienen por solubilidad en agua
destilada, las globulinas se obtienen mediante solucion salina diluida, prolaminas
por soluciones hidroalcohdlicas y las glutelinas se extraen en soluciones acido o
base (Motta et al. 2018).

En la mayoria de los cereales estan presentes las prolaminas, en cambio en el
amaranto son principalmente albaminas y globulinas (albuminas 2S'y globulinas
11/22S y 7S). Por ello el enriquecimiento especifico de aminoacidos va a

depender de la especie ya sea cereal o pseudocereal (Deleu et al., 2019).

La albumina en el amaranto esta compuesta principalmente por aminoacidos
azufrados (metionina, cisteina), glutamina y glicina. Los aminoacidos mas
abundantes en la globulina 11S son el 4cido glutamico, acido aspartico, prolina,
serina, arginina, histidina, fenilalanina, en menor cantidad lisina, metionina,
cisteina y valina. Las glutelinas son fuente de acido glutdmico, arginina, leucina,
fenilalanina y tirosina. En las prolaminas encontramos leucina y treonina (Deleu
et al., 2019; Soteras et al., 2011).



Cuadro 1. Composicion de aminoacidos en las principales proteinas de
almacenamiento de Amaranthus spp. (g/100 g de proteina cruda)

Aminoacido Semilla Albumina Globulina Glutelina Prolamina
Alanina 4.3 4.1 3.5 4.1 5.6
Arginina 9.3 11.4 11.9 10.9 8.7
Acido aspartico 7.7 9.1 9.1 7.0 7.8
Acido glutamico 16.0 21.5 18.8 11.9 10.8
Glicina 5.9 5.8 7.7 5.7 5.9
Histidina 3.4 2.6 2.6 2.7 2.0
Isoleucina 3.8 3.4 3.8 4.8 4.3
Leucina 6.0 5.3 5.8 7.7 9.6
Lisina 6.1 7.1 7.5 4.5 7.2
welonnay 5.6 5.4 3.8 3.9 3.3
Eﬁg!ﬁ'}g“'”a y 6.1 7.5 6.1 9.2 8.7
Prolina 4.8 4.2 3.4 5.0 3.8
Serina 5.6 4.9 5.9 6.9 6.2
Treonina 4.5 3.0 3.5 4.7 6.3
Valina 5.1 3.4 4.3 4.3 3.9

Fuente: Lépez et al. (2018).

La composicibn de aminoacidos de A. hypochondriacus, A. cruentus y A.
caudatus, asi como el requerimiento de aminoacidos esenciales recomendados
por la FAO/OMS (2007) se presentan en el Cuadro 2. Los aminoacidos mas
abundantes en las tres especies son glutamina, acido aspartico, serina, glicina y
arginina, sin embargo, en A. caudatus se encuentran en menor cantidad, en
cuanto a lisina las tres estan por encima de lo recomendado por la FAO/OMS
(2007) (4.5 g/100 g de proteina).

En especial los aminoacidos azufrados tomaron relevancia nutricional ya que son
limitantes en la mayoria de las leguminosas, asi como la lisina en los cereales
(Marques et al., 2018). La cantidad encontrada de lisina es dos a tres veces mas
en Amaranthus (6.1 g/100 g de proteina) (Lopez et al., 2018) que en las proteinas



de los cereales mayormente consumidos como el trigo que contiene 3.6 g/100 g
de proteina, maiz 2.3 g/100 g de proteina, avena 3.6 g/100 g de proteina y arroz
3.2 g/100 g de proteina (Soteras et al., 2011).

La cantidad de aminoé&cidos azufrados (metionina + cisteina) en las tres especies
es menor al requerimiento de la FAO/OMS (2007), sin embargo, es mayor al de
las legumbres (Nardo et al., 2018; LOpez et al., 2018) como en el alberjén o
chicharo seco (0.81 g/100 g proteina), frijol (0.76 g/100g proteina) y lenteja (0.69
g/100g proteina) (Santillan, 2018).

Cuadro 2. Contenido de aminoacidos en A. hypochondriacus, A. cruentus, A.
caudatus, y recomendaciones de aminoacidos esenciales (g/100 g de proteina).

Aminoacidos A. hypochondriacus A. cruentus A. caudatus FAO/OMS

Acido 12.9 125 8.3
aspartico
Acido 18.1 17.7 16.4
glutdmico
Serina 10.7 10.5 8.6
Histidina 1.8 2.0 3.1 15
Glicina 11.4 11.2 7.7
Arginina 8.5 8.8 8.2
Alanina 4.3 4.2 53
Treonina 4.2 4.2 4.1 2.3
Valina 3.6 4.0 3.8 3.9
Metionina 0.4 0.2 1.8
o 2.2*
Cisteina 1.3 1.4 4.3
Isoleucina 2.8 2.9 2.6 3.0
Triptéfano 2.7 2.7 1.8 0.6
Leucina 6.4 6.4 5.8 59
fenilalanina 3.5 3.6 4.3
3.8**
Tirosina 2.3 2.3 4.7
Lisina 5.0 53 5.4 4.5

Fuente: Juan et al. (2007); Gamel et al. (2004); FAO/OMS (2007).
*Metionina + cisteina

**Eenilalanina + tirosina



El peso molecular de las proteinas de Amaranthus spp. depende de las
fracciones mayoritarias que son similares en la mayoria de las especies. En la
fraccibn A se tienen pesos moleculares altos (300 kDa), en la fraccion B
aproximadamente 180 kDa, fraccion C de 120 kDa, fraccion D entre 40-50 kDa,
en la fraccion E de 20-30 kDa vy las fracciones F, G y H estan por debajo de 10
kDa (Juan et al., 2007).

En el Amaranthus spp. se ha observado la presencia de una proteina de reserva
denominada amarantina con un peso mayor a 300 kDa, su estructura de
hexamero esta constituido por seis subunidades con pesos alrededor de 60 kDa;
cada una de estas subunidades estd compuesta por dos péptidos (ay RB) de 20y
40 kDa unidos por puentes disulfuro (Juan et al., 2007).

Condés et al. (2012) mencionan que el aislado de proteina de Amaranthus
hypochondriacus se conforma por agregados solubles los cuales tienen alto peso
molecular y fracciones de polipéptidos de distinto peso molecular. En las
globulinas se encuentran péptidos de 53, 57, 76.7 kDa y >80 kDa considerados
de alto peso molecular, de nivel intermedio 41.2, 37.3, 34.1y 32.4 kDa, asi como
de bajo peso molecular <20 kDa. En la albumina-1 predominan péptidos <30 kDa
y algunos de peso intermedio de 30-60 kDa. En la albumina-2 los péptidos varian
de 51.2 a 55.8 kDa, sin embargo, los de alto peso molecular (>56 kDa) e
intermedio (~ 30 kDa) son menos abundantes. El peso de los polipéptidos de las

glutelinas es similar al de una combinacion de globulinas y albumina-2.
2.1.4 Aislado de proteina de amaranto
La concentracion de la proteina es un parametro importante en la formulacion de

productos alimenticios por su uso en diferentes alimentos como bebidas,

espumas, emulsiones o geles (Condés et al., 2012).



La metodologia mas utilizada para la obtencion de proteina vegetal es por medio
de solubilizacion alcalina y precipitacion isoeléctrica. En particular el aislado de
proteina de amaranto (APA) se extrae de la harina desengrasada de amaranto
mediante solubilizacion alcalina en un intervalo de pH entre 8 y 11, y precipitacion
de acuerdo con el punto isoeléctrico (pl) aproximadamente entre 4.0 a 6.0, lo
anterior dependera de la variedad de amaranto, asi mismo la pureza del aislado
debe ser entre el 80-90% (Deleu et al, 2019). La metodologia reportada para
Amaranthus hypochondriacus L. emplea un pH de solubilizacion de 9 y pH de
precipitacion de 5. Sin embargo, se menciona que al aumentar el pH de
solubilizacion el rendimiento aumenta (Martinez y Afidn, 1996; Aceituno-Medina
et al.,, 2013; Suarez et al., 2020). Las proteinas pueden tener cambios
estructurales en el proceso y esto influye en sus propiedades funcionales (Lopez
et al., 2018).

2.2 PECTINA

La pectina es un polisacarido anionico, que se ha utilizado ampliamente para
interactuar con proteinas, con el fin de mejorar la funcionalidad de ambos
biopolimeros (Lan et al., 2020). La pectina es un polisacarido complejo de origen
vegetal, forma parte de la estructura de la pared celular constituyendo alrededor
del 40%, su funcién es mantener el equilibrio acuoso en el sistema. La pectina se
obtiene principalmente de vegetales, cascara o pulpa de algunas frutas, como

citricos, manzanas, guayaba, pifia, tomate o betabel.

La pectina ésta constituida por acido D-galacturdnico esterificado con unidades
de metanol, unido mediante enlaces a-(1-4) glucosidicos (Figura 2) y en una
cantidad menor azucares neutros (D-galactosa, L-arabinosa y D-ramosa)
variando en proporcion de acuerdo con el origen de extraccion de la pectina (Abid
et al., 2017; Mendoza-Vargas et al., 2017).
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Dependiendo del contenido de ésteres de metilo o grado de esterificacion (GE)
se cataloga como pectina de alto metoxilo (PAM) si es mayor del 50% y un GE
menor del 50% es pectina de bajo metoxilo (PBM) (Chan et al., 2017; Xu et al.,
2018).

OCHz
C=0 0 | H NHz
c=0 0 | H
C=0 0

HO
HO HO °

HO

Figura 2. Estructura de la cadena de pectina. Fuente: Alonso-Pefa (2011).

El GE tiene un efecto preciso sobre la solubilidad y las propiedades gelificantes
de la pectina afectando a la tension superficial y a la formacién de emulsiones.
En general los componentes que afectan en las propiedades funcionales de la
pectina son el grado de esterificacién, peso molecular, cantidad de proteina,
grado de acetilacion, amidacion y viscosidad (Figueroa y Genovese, 2018;
Mendoza-Vargas et al., 2017; Trujillo-Ramirez et al. 2018).

Para la formacion de geles con PAM se requiere un pH entre 2.5 a 3.8, contenido
alto de solidos solubles (55 a 85%) lo que ayuda a reducir la disociacion de
grupos carboxilos disminuyendo la repulsidon electrostatica, asi mismo requiere
un alto contenido de azucar (~65%). A diferencia de PBM el rango de pH es
amplio, es importante la presencia de iones de calcio y requiere menor cantidad
de azlcar, ya que si la concentracion de sacarosa es alta la PBM tiende a
pregelificarse (Abid et al., 2017; Chan et al., 2017).

En el mercado existen diferentes tipos de PAM clasificadas por el tiempo y
temperatura de gelificacion como de rapida, media o lenta gelificacion, con GE
de 74-77%, 61-73% y 58-60% respectivamente (Figueroa y Genovese, 2018).
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La pectina modifica reolégicamente las matrices de los alimentos ya que puede
aumentar o disminuir la viscosidad de su sistema. Sus usos en la industria
alimentaria, quimica o farmacéutica generalmente son como agente gelificante,
emulsionante, de glaseado, estabilizante y espesante (Chan et al., 2017; Trujillo-
Ramirez et al. 2018), también se ha utilizado como material de pared para
microencapsular compuestos bioactivos (Humblet-Hua et al., 2011).

En el cuerpo humano la pectina es resistente a la digestion, reduce el vaciamiento
gastrico, promueve saciedad, se une a 4cidos biliares, se considera un prebidtico
por lo cual hay un incremento en la fermentacion en el colon, influye sobre el nivel
de lipidos en la sangre y gracias a su capacidad de retener agua ayuda en

enfermedades diarreicas (Figueroa y Genovese, 2018).

En la industria alimentaria, los biopolimeros como las proteinas o polisacaridos
desempefian un papel importante en las caracteristicas sensoriales y
estructurales de los sistemas alimentarios. Las proteinas actian como
emulsionantes, espesantes, gelificantes o espumantes (Baeza et. al., 2003); Sin
embargo, mediante una interaccion electrostatica controlada entre las proteinas
y los polisacaridos se pueden generar complejos coacervados que presentan
mejores propiedades funcionales a las mostradas por cada uno de los
biopolimeros; estos complejos tienen aplicaciones como emulsionantes y
modificadores de la viscosidad en productos alimenticios (Perry y Blocher, 2016),
también como material de entrampamiento o encapsulaciéon de compuestos
bioactivos (vitaminas, colorantes, probidticos, antioxidantes, aceites, etc.)
(Hernandez-Rodriguez et al., 2014, Lan et al., 2020), asi como en la
estabilizacion de nano y microemulsiones (Trujillo-Ramirez et al. 2013) para el
desarrollo de alimentos funcionales, los cuales proporcionan un beneficio a la
salud superior al de los nutrimentos del propio alimento, ya que contienen uno o
mas nutrimentos con mayor valor nutricional, estos nutrimentos pueden estar

presentes en el alimento o ser afiadidos (Meco y Pascual, 2007).
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Las proteinas de origen vegetal utilizadas en multiples investigaciones con estas
aplicaciones (estabilizacidon y encapsulacion) mediante el uso de la coacervacion
compleja reportadas por Moschakis y Biliaderis (2017) son soya, chia, chicharo
y linaza. En cuanto a la proteina de amaranto de la que se aborda en esta
investigacion hay estudios sobre caracterizacion de aislado de proteina que
evidencia un potencial para ser aprovechada mediante el método de
coacervacion compleja en el desarrollo de productos funcionales (Kierulf et al.,
2020).

2.3 COACERVACION

2.3.1 Potencial-zeta ()

El potencial zeta () proporciona la carga superficial neta de una particula, y es
un factor transcendental para determinar el grado de interaccidén (repulsion o
atraccion) entre particulas coloidales, si el valor del potencial { es mayor, sea
positivo 0 negativo, las particulas coloidales estaran estabilizadas eléctricamente,
sin embargo, cuando se encuentran valores bajos de potencial { las particulas
son propensas a la inestabilidad y por lo tanto a su floculacién (Tiwari y Singh,
2012).

La carga eléctrica superficial en las proteinas se origina por la ionizacién de
grupos superficiales (Shevkani et al., 2014) por lo cual, los valores positivos del
potencial { se deben a la protonacion de los restos de aminoacidos (-NH2)
produciendo grupos amonio (-NHs*), mientras que los valores negativos se deben
a la ionizacion de los restos carboxilicos (-COOH) formando grupos carboxilato
(-COO") (Hernandez-Rodriguez et al., 2014; Trujillo-Ramirez et al., 2018).

La carga superficial de las particulas puede influir en las propiedades funcionales,
de solubilidad y emulsionantes en los aislados de proteina (Shevkani et al., 2014).
Ventureira et al. (2012) reportaron valores del potencial ¢ del aislado de proteina
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de Amaranthus hypocondriacus, que oscilan entre 25 mV a pH 2.0 a -30 mV a
pH 8.0.

Trujillo-Ramirez et al. (2013) reportaron valores negativos del potencial ¢ de
pectina de alto metoxilo (PAM) que van de -3.0 £ 0.1 mV (pH 2.0) a—-29.4 +0.8
mV (pH 7.0), esto se debe a los bajos valores de pKa (~3.2) de sus grupos

carboxilos.

El pKa es la medida logaritmica (-logio Ka) de la constante de acidez o disociacion
acida Ka, también definida por la IUPAC (2019) como constante de equilibrio Ka,
la cual es una medida cuantitativa que caracteriza el equilibrio en una reaccién
guimica en relacidén con las reacciones acido-base. Mediante el pKa se puede
saber el grado de disociacién de un &cido ya sea débil (pKa entre -2 a 12) o fuerte
(pKa por debajo de -2); por ejemplo, un acido fuerte se disocia casi por completo

en una solucién acuosa (Miessler et. al., 2014).

Cuando el pH estéa por encima del pKa de un polisacarido y por debajo del punto
isoeléctrico (pl) de la proteina, se presentan cargas netas opuestas y es en este
momento cuando se deberia lleva a cabo la coacervacion, generando complejos
electrostaticos mas fuertes. En caso de tener un pH por encima del pl de la
proteina el complejo proteina-polisacéarido es reversible, muy débil o inexistente
ya que la repulsiéon electrostatica entre las proteinas es predominante (Anal et.
al., 2019; Raei et. al., 2018).

Por lo anterior es transcendental conocer las interacciones intermoleculares que
se pueden dar entre los biopolimeros, asi como aquellos de carga opuesta
(proteina y carbohidratos) que participan en la coacervacion compleja, ya que
estas interacciones son fundamentales para las propiedades funcionales del

complejo coacervado producido (Moschakis y Biliaderis, 2017).
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2.3.2 Interacciones entre biopolimeros

Las interacciones entre las moléculas de los diferentes tipos de biopolimeros son
uniones atractivas o repulsivas, normalmente electrostaticas o de van der Waals.
La importancia de estas interacciones en los sistemas alimentarios radica en que
pueden generar nuevas estructuras como sistemas de proteccion y liberaciéon
controlada de compuestos bioactivos, asi mismo cambiar las propiedades
fisicoquimicas y funcionales. Las caracteristicas fisicoquimicas, la concentracion
y las condiciones de la disolucion de cada uno de los biopolimeros estan
establecidas por la interaccion entre las macromoléculas. La longitud de la
cadena, ramificaciones, carga, flexibilidad e hidrofobicidad molecular son algunas
de las caracteristicas de la molécula que dan las propiedades funcionales de los
biopolimeros (como espesantes, estabilizantes, gelificantes, espumantes, etc.)
en los sistemas alimenticios (Morales-Hernandez y Mondragon-Cortez, 2017,
Salminen y Weiss 2013).

Las interacciones entre biopolimeros de los sistemas alimentarios, interviene en
la formacion de microestructura, lo que determina la textura, estabilidad
mecanica, consistencia, apariencia y sabor. Estas interacciones pueden llevar a
un comportamiento de fase segregativo o asociativo, que va a depender de las
caracteristicas del biopolimero, como su concentracion y relacion, y de las
condiciones del solvente. Por lo tanto, se deben conocer los factores que afectan

las interacciones entre biopolimeros (Espinosa-Andrews et al., 2013).

e Interaccién polisacarido-polisacérido

Los polisacéaridos son hidratos de carbono formados por un niamero variable de
unidades de monosacarido (10 a miles) unidos por enlaces glicosidicos. Se
encuentran como cadenas lineales perfectas, ramificadas o ramificadas lineales.
Se clasifican en homopolisacéridos cuando estan integrados por un solo tipo de

monosacarido (almidon o celulosa) o heteropolisacéaridos integrados por varios
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tipos de monosacaridos (gomas). Constituyen la estructura celular y confieren
rigidez a los tejidos vegetales (pectina, gomas, celulosa) o se encuentran como
reserva energética de animales (glucdgeno) y vegetales (inulina, almidoén)
formando puentes de hidrogeno intermoleculares. Los monosacaridos
encontrados a menudo en los polisacéridos son glucosa, galactosa, manosa y
gulosa (Nieto et. al., 2014).

El grado de ramificacion en las cadenas de los polisacaridos afecta sus
propiedades fisicas (solubilidad, viscosidad, gelificacion); producen dispersiones
coloidales generalmente de alta viscosidad. Su hidrolisis depende del pH,
temperatura, tipo de enlace glucosidico (a o R), la configuracién anomérica y la
presencia de grupos sulfatos. Los polisacaridos no tienen caracter reductor y son
sensibles a los &cidos. Tienen un gran ndmero de uniones covalentes y no
covalentes; con un cambio muy pequefio en su energia interna presentan cierta
rotacion y flexibilidad de movimiento (Fennema, 2000). El almidon, la
carragenina y las pectinas son polisacaridos que se encuentran de manera
natural en los alimentos, o se afiaden a productos alimenticios por sus
propiedades funcionales. Tienen gran capacidad de retener agua y producen
particulas coloidales muy hidratadas por lo cual se les llama hidrocoloides, por
esta propiedad se puede formar una red tridimensional (gel) en la que queda
atrapada el agua, sin embargo, durante el almacenamiento las macromoléculas
pueden interactuar entre si y pueden perder esta capacidad provocando una

sinéresis (Nieto et al., 2014).

Espinosa-Andrews et al. (2013) determinaron las condiciones de formacién del
complejo coacervado entre quitosano de bajo peso molecular y goma arabiga. El
primero es un polisacarido binario heterogéneo catidnico producido por
degradacion quimica, térmica o bioquimica del quitosano de alto peso molecular.
El segundo es un polisacarido complejo ramificado, de neutro a acido, obtenido
como sales mixtas de calcio, magnesio y potasio. Ambos biopolimeros a pH 4.4

presentan una diferencia de carga maxima.
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e Interaccion proteina-polisacarido

Las principales interacciones proteina-polisacarido son la conjugacién por
reaccion de Maillard y la electrostatica que involucra dos biopolimeros con carga
opuesta, estas interacciones pueden ser atractivas o repulsivas, dependiendo de
condiciones del medio ambiente como el pH, temperatura, fuerza ionica y
concentracion de los biopolimeros (Anal et al.,, 2019; Morales-Hernandez y
Mondragén-Cortez, 2017).

Las proteinas y los polisacaridos reaccionan entre si, mediante enlaces
covalentes o no covalentes. Las interacciones covalentes son especificas y
ocurren debido a la glucosilacién entre el grupo carboxilo de polisacaridos y el
grupo amino de las proteinas, que es provocada por la deshidratacion del
complejo por medio de humedad controlada o adicion de un agente reticulante,
lo que implica la unién de las cadenas poliméricas impidiendo que estas fluyan
con libertad, generando un complejo conjugado especifico fuerte y permanente,
como lo que sucede en la reaccion de Maillard (Anal et al., 2019; Wijaya et al.,
2017). Por ejemplo, Ifeduba y Akoh (2016) encapsularon aceite de soya con acido
estearidonico mediante coacervados de gelatina-goma modificados por reaccion
de Maillard, los cuales fueron incorporados a una matriz de yogur con el objetivo
de proporcionar proteccidon contra la oxidacion y tratamiento térmico durante 14

dias de almacenamiento a4 ° C.

A diferencia de las interacciones covalentes, las no covalentes son inespecificas
y generalmente ocurren a través de interacciones electrostaticas, enlaces de
hidrogeno, interacciones hidrofobicas y de van der Waals; generan complejos
solubles o insolubles dependiendo de la fuerza de interaccion (Anal et al., 2019),
por ejemplo Xiao et al. (2011) emplearon coacervacion compleja, con aislado de

proteina de soya-goma arabiga, para microencapsular aceite de naranja dulce.
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Con las interacciones entre proteina y polisacaridos se pueden generar sistemas
con diferentes caracteristicas, originando fendémenos de incompatibilidad,

cosolubilidad, formacion de coacervados complejos o solubles (Figura 3).
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Figura 3. Interacciones entre proteinas y polisacaridos (Fuente: Anal et al., 2019).

Estos sistemas son el resultado de las cargas generadas por la mezcla de los
biopolimeros; cuando las cargas opuestas de los biopolimeros no son iguales, la
carga neta que resulta genera un complejo soluble. En la interaccién de
biopolimeros con cargas opuestas iguales, en donde la mezcla genera la
neutralizacion de cargas, se forma un complejo insoluble o complejo coacervado
originando la separacién de fases asociativa entre los complejos y el solvente,
una fase coacervada y otra sérica, ambas en equilibrio (Anal et al., 2019; Patino
y Pilosof, 2011). Cuando se produce una interaccidn electrostatica repulsiva por
la mezcla de biopolimeros con cargas del mismo signo se genera cosolubilidad.
Del mismo modo se puede dar incompatibilidad termodinamica o separacion de
fases segregativa cuando se mezclan un polisacarido neutro o aniénico y una
proteina con carga del mismo signo, esto consiste en dos fases, cada una rica

con un solo tipo de biopolimero (Anal et al., 2019).
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En relacion a la concentracion de los biopolimeros, si esta es baja se vuelven
cosolubles en una sola fase, por el contrario cuando la concentracion es mayor

sobrepasando un cierto nivel se produce incompatibilidad (Anal et al., 2019).

2.3.3 Fenémeno de coacervacion

La coacervacion se define como la separacion de dos fases liquidas de sistemas
coloidales, una fase coacervada y otra fase sérica nombrada sobrenadante,
ambas en equilibrio. Se divide en coacervacion simple la cual involucra el uso de
una macromolécula y una sal o alcohol, lo que produce la separacion de fases
dando una neutralizacion de cargas; y coacervacion compleja donde se
involucran biopolimeros con carga opuesta, un polianién y un policatién, cada
uno es miscible en el disolvente, al mezclarlos se tiene una interaccion
electrostatica, también participa la contribucién entropica y las moléculas de agua
del medio (Bosnea et al., 2016; Moschakis y Biliaderis, 2017).

Para que se lleve a cabo la coacervacion entre proteinay polisacarido debe haber
una interaccion electrostatica entre las moléculas de proteina (grupos amino y
acido carboxilico) con las cadenas de polisacaridos, esta interaccion es
influenciada por las variaciones en el pH, fuerza idnica, estrés mecanico,
temperatura, relaciéon molar, densidad de carga superficial de las proteinas,
densidad de carga y rigidez del polisacarido, grupos funcionales, hidrofobicidad,
la relacién en peso proteina-polisacarido y concentracion total de biopolimeros
(Bosnea et al., 2016; Moschakis y Biliaderis, 2017; Muriel et al., 2019).

Los biopolimeros utilizados en multiples investigaciones para la formacion de
complejos coacervados son principalmente proteinas y polisacaridos. Los
complejos coacervados se han utlizado principalmente como material
encapsulante o de entrampamiento para proteger y liberar de forma controlada
bioactivos bajo ciertas condiciones encontradas en el tracto gastrointestinal

(Moschakis y Biliaderis, 2017). También los coacervados se pueden incorporar
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en muchos productos alimenticios como sustituto de grasa, peliculas

comestibles, para estabilizacion, emulsificacion o gelificacion (Niu et al. 2018).

A continuacion, se describen las principales aplicaciones tecnolégicas de los

coacervados:

e Purificacion de proteinas.
La coacervacion compleja se ha empleado para purificar proteinas mediante la
incorporacion de un macropoliion con un peso molecular diferente, en un sistema
gue contiene una proteina para generar complejos de proteina-polielectrolito,
todo se lleva a cabo en condiciones ambientales (pH o fuerza i6nica) apropiadas.
Para después recuperar de sistema la fase coacervada. Después alterando las
condiciones ambientales se lleva a cabo la desintegracion de los complejos,

haciendo que se separe la proteina (Boeris et al., 2009; Xu et al., 2011).

e Estabilizacion de emulsiones.
Los coacervados se utilizan para mejorar la estabilidad de las emulsiones y
retardar la coalescencia y floculacion de productos almacenados, a causa de
fuerzas estéricas reforzadas. En otras palabras, radican en proteinas
tensoactivas que junto con polisacaridos se pueden adsorber en la interfaz
aumentando el grosor y mejorando las propiedades mecanicas de las capas
interfaciales. En algunos casos se emplean agentes reticulantes para modificar
las propiedades fisicoquimicas, sin embargo, existen diferentes formas de
ensamblar biopolimeros para estabilizar emulsiones, como por ejemplo cuando
las emulsiones estan formadas y estabilizadas por proteinas que se agregan con
polisacéaridos, esto genera la formacién de complejos proteina-polisacéarido en la
interfaz aceite-agua, a este ensamblaje se le llama “capa por capa”. Otra forma
de estabilizar una emulsion es mediante la formacién de conjugados o complejos
coacervados proteina-polisacarido, para después incorporar aceite y
homogenizar. También se puede crear primero la emulsibn para después

incorporar el coacervado, el cual se adsorbera en la interfaz dando como

20



resultado gotas de aceite contenidas en una matriz compleja ternaria (Dickinson,
2008; Moschakis y Biliaderis, 2017, Niu et al., 2016).

e Encapsulacion de compuestos bioactivos

La microencapsulacion se puede definir como la tecnologia de incorporaciéon de
compuestos bioactivos o funcionales (sdlidos, liquidos y gaseosos) como aceites,
saborizantes, péptidos, enzimas, fibra dietética, vitaminas, minerales, farmacos,
entre otros, dentro de un material de pared que protege y libera esos compuestos
de forma controlada y bajo ciertas condiciones dadas para sea biodisponible en
un lugar especifico del organismo humano. En el Cuadro 3 se muestran
biopolimeros estudiados para encapsulacion. También el encapsular ayuda a
ocultar sabores desagradables de los compuestos (McClements, 2014;
Moschakis y Biliaderis, 2017).

Los materiales que pueden ser usados para encapsulacion son polisacaridos de
la pared celular de cereales, almidones, pectinas de alto y bajo metoxilo,
quitosano, goma arabiga, entre otros, y proteinas como las del lactosuero,
caseinas, albumina, B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, lactoferrina, entre otras.
Ademas de ser usados como material de pared, algunos biopolimeros tienen
propiedades nutricionales y funcionales, como las pectinas (Ifeduba y Akonh,
2016; Moschakis y Biliaderis, 2017), por ejemplo, Lan et al. 2020 investigaron un
método alternativo para identificar los valores de pH de transicion de fase en
sistemas de biopolimeros concentrados usando pectina de alto metoxilo y aislado

de proteina de chicharo para la formacién de un complejo coacervado.
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Cuadro 3. Biopolimeros usados en la investigacion de complejos coacervados.

Proteinas

Polisacaridos

Referencias

Grenetina

Proteina aislada de
suero (WPI)

Proteina de suero

Caseinato de sodio;
WPI
Caseina

B-lactoglobulina

a-lactoalbumina

Lactoferrina
BSA

Ovoalbumina

Lisozima
Péptidos de leucina
Proteina de soya

Proteina aislada de
chicharo

Proteina aislada de
chia

Proteina aislada de
linaza

Proteina aislada de
canola

Goma arabiga

Carboximetil celulosa (CMC)

Caseinato de sodio

Pulpa de sagu Carboximetil

Pectina
Carragenina

Agar

Goma puka
(arabigogalactano)
Goma arébiga
Goma acacia
CMC

Goma tragacanto
Alginato de propilenglicol
Quitosano

Goma acacia
Tragacantina

Pectina

Goma acacia
Carboximetildextrano
Goma arébiga

Goma arabiga

k-carragenina
Goma de linaza
Pectina

CMC

Goma arébiga
Carragenina; CMC
Goma arébiga
Alginato

Goma de chia
Goma de linaza

Goma arabiga

Ifeduba et al., 2016.
Sze et al., 2016.
Milanovic et al., 2014.
Muniyandy et al., 2015.
Thongkaew et al., 2014
Hernandez-Rodriguez
et al., 2014.

Rocha et al., 2014.
Wee et al., 2014.

Eratte et al., 2014.
Ach et al., 2015
Koupantsis et al., 2014.

Jain et al., 2016.
Chen et al., 2016.
Chen et al., 2015.
Ach et al., 2015.
Comert et al., 2016.
Hirt y Jones, 2014.
Ach et al., 2015.

Du et al., 2016.
Gulao et al., 2014.
Shahgholian y
Rajabzadeh, 2016.
Chai et al., 2014.

Liu et al., 2015.
Souza y Garcia-Rojas,
2015.

Li et al., 2015.

Gulao et al., 2016.
Spada et al., 2015.
Dong et al., 2015.
Klemmer et al., 2012.

Timilsena et al., 2016.
Kaushik et al., 2015.

Stone et al., 2014
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2.4 CARACTERIZACION DE COACERVADOS

2.4.1 Reologia

La reologia es la ciencia del flujo y deformacién de los materiales, estudia las
relaciones constitutivas (esfuerzo-deformacién), describe la relaciéon entre la
deformacion o tasa de deformacion de un material (liguidos, mezclas o

suspensiones) y la aplicacion un esfuerzo (Bello-Lara et al., 2014).

Todos los materiales tienen propiedades reoldgicas, por lo que la reologia es un
método para la caracterizacion de estos, proporciona informacién precisa sobre
el autoensamblaje, la estructura y las interacciones intermoleculares presentes

en un material (Liu et. al., 2017).

El empleo de la reologia en la industria alimentaria es relevante en la realizacién
de calculos en procesos de ingenieria, determinacion de la funcionalidad de
ingredientes en el desarrollo de productos, control de calidad, evaluacion de
textura, estudio de la microestructura e influye en el desarrollo de nuevos
ingredientes o materiales para productos alimenticios (Ibarz y Barbosa-Canovas,
2005).

Los fluidos que son del interés de la reologia presentan una gama de
comportamientos, desde lo viscoso o liquido ideal (liquido Newtoniano) hasta el
sélido elastico (sélido ideal de Hooke). La mayoria de los alimentos que se
consumen, son productos liquidos y pastosos mas que alimentos sdlidos, y
presentan propiedades de flujo viscoso y solido elastico por ello se les denomina
vicoelasticos. Las propiedades viscoelasticas influyen en la estabilidad del propio
alimento, por lo cual en la medicién reolégica se debe tomar en cuenta el rango

viscoelastico lineal (Ibarz y Barbosa-Céanovas, 2005; Norton et al., 2011).
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El comportamiento reoldgico de un fluido se caracteriza por el esfuerzo de corte
requerido para generar una determinada velocidad de deformacién en corte; en
el caso de liquidos, se requieren diferentes esfuerzos de corte para que las
moléculas del material, a cierta velocidad, pasen de una capa a otra. En los
fluidos newtonianos o0 viscosos, el esfuerzo de corte es directamente proporcional
a la velocidad de deformacion en corte y la constante de proporcionalidad
corresponde a la viscosidad; a diferencia de los fluidos no-newtonianos. Varios
alimentos pertenecen a estos ultimos, en los cuales el término indice de
consistencia es equivalente a una viscosidad no-newtoniana (Rodriguez et al,
2005).

El comportamiento reoldgico en estado estacionario de la mayor parte de los

fluidos, puede establecerse mediante una forma generalizada de la Ecuacion (1):

Oyx = _Ild_y

Ecuacion 1. Ecuacion para el establecimiento del comportamiento reolégico.

Donde la viscosidad (n) puede expresarse también en funcién de dvx/dy o Oyx

indistintamente.

En las regiones donde n disminuye al aumentar el gradiente de velocidad (-
dvx/dy), el comportamiento se denomina pseudoplastico, si naumenta con dicho
gradiente se denomina dilatante. Si n resulta independiente del gradiente de
velocidad, el fluido se comporta como newtoniano, se dice entonces que n=y
(Ramirez-Navas, 2006).

De acuerdo con Cubero et al. (2002) es importante conocer las caracteristicas de
los hidrocoloides por las condiciones de su aplicacion, ya que se adicionan en
disoluciones o dispersiones, y sus propiedades reoldgicas (fluidez, viscosidad,
etc.) definiran las condiciones de uso antes y durante el desarrollo del producto

alimenticio, asi como las caracteristicas de textura al producto final.
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La medicion del comportamiento reoldgico se logra utilizando instrumentos
llamados redmetros que miden y evalldan los cambios en las propiedades
reologicas de alimentos (fluidos y semisélidos) aplicando diferentes esfuerzos,
con el uso de varias geometrias que dependen del tipo de muestra, viscosidad,
tamafio de particula y el angulo a utilizar (Tabilo-Munizaga y Barbosa- Canovas,
2005).

Algunas de las pruebas reoldgicas llevadas a cabo en un redmetro son
oscilatorias y rotacionales; las oscilatorias de baja intensidad se emplean para
suspensiones, dispersiones y emulsiones. En donde los materiales se
caracterizan en términos de modulos (G”, G™), viscosidad (n), elasticidad, el
factor de pérdida, factor de cedencia y los tiempos de relajacion. Mientras que la
prueba rotacional mide el desplazamiento que ejerce el torque sobre la muestra,

el desplazamiento y velocidad angular (Rao, 2007).

El médulo de almacenamiento (G) mide la energia de deformacién que el
material almacena durante el proceso de corte y esta relacionada al caracter
elastico o solido del material. El médulo de perdida (G*) mide la energia de
deformacion que el material pierde durante el corte y se asocia al caracter viscoso
o liquido del material. Si G" es mayor a G~ la deformacion del material se
comportara como sélido o elastico; por el contrario, si G~ es mayor a G el
material se comportara como viscoso o liquido. La tan (8) (G"'/G") es el factor de
cedencia que evidencia la proporcion del comportamiento viscoso al elastico ante
la deformacién, se puede decir que cuando el valor de tan (6) = 0 se da una
respuesta eléstica; si tan (0) = « se observa una respuesta viscosa y si 0 < tan
(6) < ~ se concluye que es una respuesta viscoelastica (Rao, 2007; Tabilo-

Munizaga y Barbosa-Céanovas, 2005).

Existen distintas pruebas reologicas fundamentales aplicables a alimentos, como

por ejemplo para estudiar el comportamiento de geles alimenticios se pueden
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usar pruebas de esfuerzo-deformacion, las cuales se clasifican en pruebas de
deformacion pequefia, cuando se requiere un pequefio porcentaje de
deformacion para romper la muestra y pruebas de deformacion grande en donde
se deforma una muestra hasta el punto de cambio estructural permanente, estas
dltimas proporcionan informacion que se correlaciona con la evaluacion

sensorial.

Las pruebas oscilatorias, son usadas para describir el comportamiento de geles,
dispersiones y pastas, obteniendo propiedades sobre gelificacidén y fusion. Son
pruebas de barrido de frecuencia en el que Gy G”” se determinan en funcion de
la frecuencia (w) a temperaturas fijas, y de barrido de amplitud en donde la
desviacion del sistema de medicién se incrementa paso a paso de un punto de
medicion al siguiente, manteniendo la frecuencia en un valor constante, (Tabilo-

Munizaga y Barbosa-Cénovas, 2005).

Mediante curvas de flujo se puede llevar a cabo la caracterizacion reoldgica de
los complejos coacervados, las cuales son un tipo de representacion de las
variaciones de la viscosidad aparente en funcion de la tasa de corte. Las curvas
de flujo se ajustan a modelos para determinar la viscosidad, como el modelo de
Carreau-Yasuda (Carrillo-Navas et al., 2012), Ellis (Hernandez-Rodriguez et al.
2014), entre otros. El modelo de Ellis se aplica cuando las desviaciones de la ley
de la potencia son significativas a bajos valores de tasa de corte (y)

Raei et al. (2018) utilizaron reologia para caracterizar la region viscoelastica lineal
de los complejos coacervados, mediante barridos de amplitud, barridos de
frecuencia y curvas de flujo; la reologia es utilizada también para identificar el
inicio de la formacion de complejos, basado en el aumento en la viscosidad. En
el cuadro 4 se muestran algunas pruebas reologicas, asi como las propiedades

reoldgicas determinadas en coacervados.
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Cuadro 4. Pruebas reoldgicas para determinar las propiedades reolégicas en coacervados.

Coacervado proteina-
polisacarido

Propiedades reologicas
/Pruebas reolégicas

Resultados

Referencia

Gelatina de pescado (FG) +
goma arabiga (AG) con
tratamiento con acido tanico
no oxidado (NO-TA) y oxidado
(OX-TA) como reticulante.

Gelatina +
carboximetilcelulosa de sodio
(SCMCQC).

Goma arabiga (GA) +
Quitosano (Ch)

WPI + Pectina de bajo
metoxilo.

Region viscoelastica lineal
(RVL), modulo complejo (G*)
y viscosidad aparente(n*) /
Barrido de deformacion vy
barrido de frecuencia

Viscosidad relativa
/ Curvas de flujo

Region viscoelastica lineal
(RVL) y médulos (G’ y G”).

/ Barridos de deformacién de
amplitud

Rango viscoelastico lineal
(RVL) y modulos (G'y G”)

/ Barrido de amplitud y barrido
de frecuencia

Los valores de tan (6) (G”/G’) aumentaron al
incrementar la frecuencia (0< tan (8) < «) en los
geles coacervados (GC), con una tendencia
hacia un comportamiento mas fluido. Al
aumentar la concentracion del reticulante (NO-
TA) los valores de n* aumentaron, asi mismo, la
n* disminuyé linealmente con la frecuencia en
los GC mostrando adelgazamiento por
cizallamiento.

El comportamiento en la viscosidad en el
coacervado fue disminuyendo hasta llegar a una
viscosidad minima (SCMC al 30%).

Los CC presentaron 65 % de deformacion. La
relacion de masa de biopolimeros (R [ca: cn)
inferior (Ch en exceso y densidad de carga
positiva) mostraron una RVL con deformacion
de ~20 %. R 7.3y R [o: 11 (GA en exceso y carga
negativa relativamente alta) mostraron una RVL
con valor inferior a ~2 % de deformacion.

Los datos de % de deformacion de G’ muestran
el RVL al 0.002 a 0.3%. Los coacervados
presentaron valores de G’ > G”, indicando un
comportamiento de redes elasticas similares a
geles. Hubo un cruce entre G’ y G” a altas
deformaciones, lo que indica que la estructura
de los complejos se caracteriz6 por un
comportamiento predominantemente viscoso.

Anvari y Chung,

(2016)

Devi y Maji (2011).

Espinosa-Andrews

et al. (2013).

Ramirez-Santiago

et al. (2012).

ContinGa en la siguiente pagina.
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Cuadro 4. Continuacion

Coacervado proteina- Propiedades reoldgicas Resultados Referencia
polisacarido /Pruebas reolégicas
WPI (W) + k- Region viscoelastica lineal Las curvas de flujo los coacervados complejos (CCy,;) Hernandez-

carragenina (K).

WPI + Goma puka.

(RVL). Viscosidad aparente
/ Curvas de flujo y barridos
de amplitud

Rango viscoelastico lineal
(RVL), viscosidad aparente
Y Modulos complejos (G,
Gy GY)

/ Barridos de amplitud y
Barridos de frecuencia

mostraron una region newtoniana a bajas tasas de corte,
seguidas de una region de adelgazamiento al corte a
tasas de corte intermedias. Los datos se ajustaron al
modelo de Ellis. Los valores del modulo elastico (G)
indicaron que los CCy; presentaron una RVL a una
deformacién de 0.2 %, caracterizada por un valor
constante de G’ a bajos % de deformacién; seguida de
una inflexién y disminucién pronunciada de los valores
de G° a porcentajes de deformacion mayores. Los
valores del médulo viscoso (G™) mostrados por los CCy,
en la RVL fueron inferiores a los mostrados por el médulo
elastico. El valor de G” < G’, indicando un caracter
elastico dominante de todos los CCy,.

Los CC presentaron una viscosidad relativamente alta (>
100 Pa s) a bajas velocidades de corte (~0.1 s*). EI CC
con un pH 3.5 presentd la viscosidad mas alta, y el de
pH 4.5 la viscosidad minima. Los CC también exhibieron
un comportamiento de adelgazamiento por cizallamiento
gue se hizo mas pronunciado a valores de pH mas
cercanos al 6ptimo, llegando a ser casi newtonianos a
pH 3.0. Los barridos de amplitud mostraron un gran RVL
(50% de deformacién). Los barridos de frecuencia
mostraron que el moédulo viscoso dominaba sobre el
modulo elastico (G”> G’) en todo el rango de w, lo que
indica que los CC no tienen ningun caracter similar al gel.
No muestran ningun cruce entre G” y G'.

Rodriguez et al.
(2014).

Wee et al.
(2014).
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2.4.2 Microestructura

La microestructura de los materiales se examina para determinar la estructura
interna de los mismos. Permite conocer la organizacién de los componentes de
un alimento para evaluar su comportamiento y poder establecer la relacion entre
la estructura del producto y sus caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales.
También las caracteristicas estructurales de los complejos coacervados se
reflejan en sus propiedades reologicas (Hernandez-Rodriguez et al., 2017;
Lobato-Calleros et al., 2004; Moschakis y Biliaderis, 2017).

La microestructura y morfologia de los complejos van a depender de los factores
del medio en el que se encuentran (pH, contenido de biopolimeros, fuerza idnica,
concentracion de iones), asi como de las condiciones de procesamiento
(temperatura, tiempo, tasa de corte), dando lugar a distintas formas de
reordenamiento (Dickinson, 2017). Normalmente, las estructuras de los
coacervados estan formadas por matrices interconectadas, con distintas
superficies y macroparticulas en forma esférica de distintos tamafios formando
redes homogéneas, con estructuras liquidas y vacuolas ricas en agua; estas
vacuolas posiblemente fueron el resultado de la coalescencia de los coacervados
mas pequefios que inicialmente se formaron, y con el tiempo pueden
desaparecer llevando a estructuras mas uniformes que se asemejan a formas

esféricas (Hernandez-Rodriguez et al., 2017; Moschakis y Biliaderis, 2017).

Las variaciones de la microestructura en las muestras de complejos coacervados
pueden ser observadas en un microscopio 6ptico, a diferentes aumentos. Las
micrografias obtenidas facilitan la comparacion de las caracteristicas
estructurales mostradas por los complejos coacervados (Hernandez-Rodriguez
et al., 2017).
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3 CARACTERIZACION REOLOGICA Y ESTRUCTURAL DE
COMPLEJOS COACERVADOS DE AISLADO DE PROTEINA
DE AMARANTO-PECTINA

RESUMEN

Complejos coacervados se formaron por interaccion electrostatica entre aislado
de proteina de amaranto (APA) y pectina citrica (PC) variando la relacién en peso
APA:PC (3:1, 5:11y 7:1) y el pH (3.5 y 4.5). Las propiedades fisicoquimicas,
reolégicas y microestructurales de los coacervados se investigaron. Un aislado
de proteina (85.06 + 0.02% p/p de proteina) se obtuvo a partir de Amaranthus
hypochondriacus L. C.V. Revancha por precipitacion isoeléctrica (pH = 4.0). El
espectro FTIR de los coacervados mostrd6 cambios en los picos a 1636 y 1153
cm* en comparacion con el espectro de APA y PC, lo que confirmé la formacion
de los coacervados complejos. Se observé una estructura fina, estructurada y
compacta en los coacervados formados a pH 3.5; en contraste con una matriz
compuesta por agregados relativamente grandes encontrada en los coacervados
preparados a pH 4.5. El tamafio de particula de los coacervados aumento a
medida que incremento la relacién en peso APA:PC y el pH, variando de 1043 +
39.9 a 2670 + 30.9 nm. La viscosidad aparente de los coacervados aumento a
medida que aumentd la relacion en peso APA:PC y disminuy6 el pH. Asi, el
coacervado formado con una relacion en peso APA:PC de 7:1 a pH 3.5 presenté
los valores de viscosidad aparente mas altos. Todas las variaciones de
coacervados presentaron valores de G’ (mddulo de almacenamiento) mas altos
que los valores de G” (mddulo de pérdida), indicativo de un comportamiento
reolégico predominantemente elastico. Los coacervados mostraron mddulos
viscoelasticos mas altos cuando se utilizé una relacion en peso APA:PC de 7:1
para prepararlos, a pH de 3.5 para G” y pH de 4.5 para G’. Los conocimientos
generados sobre los complejos coacervados estudiados podrian contribuir a su
aplicacion en la industria alimentaria.

Palabras clave: proteina de amaranto, pectina citrica, coacervados,
propiedades reoldgicas, caracteristicas fisicoquimicas.
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RHEOLOGICAL AND STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF
AMARANTH PROTEIN ISOLATE-PECTIN COMPLEX
COACERVATES

ABSTRACT

Complex coacervates were formed by electrostatic interaction between the
amaranth protein isolate (APA) and citric pectin (PC) varying the APA:PC weight
ratio (3:1, 5:1 and 7:1) and the pH (3.5 and 4.5). The physicochemical, rheological,
and microstructural properties of the coacervates were investigated. A protein
isolate (85.06 * 0.02% p/p of protein) was obtained from Amaranthus
hypochondriacus L. C.V. Revancha by isoelectric precipitation (pH=4.0). FTIR
spectral of the coacervates showed changes in peaks at 1636 and 1153 cm™
compared to APA and PC spectrum, this confirming the formation of the complex
coacervates. A fine, structured, and compact structure was observed in the
coacervates formed at pH 3.5, in contrast with a matrix composed by relatively
large aggregates found in the coacervates prepared at pH 4.5. The particle size
of the coacervates increased as APA:PC weight ratio and pH increased, varying
from 1043 + 39.9 a 2670 + 30.9 nm. Apparent viscosity of the coacervates
increased as APA:PC weight ratio increased, and pH decreased. Thus, the
coacervate formed with an APA:PC weight ratio of 7:1 at pH 3.5 presented the
highest viscosity apparent values. All coacervates variations presented higher G’
values (storage modulus) than G” values (loss modulus), indicative of a
rheological behavior predominantly elastic. Coacervates showed the highest
viscoelastic moduli when an APA:PC weight ratio of 7:1 was used for preparing
them at pH 3.5 for G”, and a pH 4.5 for G’. The knowledges generated on the
studied complex coacervates could contribute to its application in the food
industry.

Keywords: amaranth protein, citric pectin, coacervates, rheological
properties, physicochemical characteristics.
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3.1 INTRODUCCION

Las proteinas no solamente constituyen macronutrimentos de los alimentos y
desempeiian un papel nutricio esencial para los seres humanos (FAO, 2020;
Segundo, 2014), sino también exhiben propiedades funcionales que las
convierten en ingredientes imprescindibles de un gran ndmero de alimentos
procesados. Las principales propiedades funcionales de las proteinas en los
alimentos son solubilidad, viscosidad, absorcion de agua, gelacion, adhesion-
cohesion, elasticidad, emulsificacion, espumado, capacidad de ligar grasa y
sabores (Zhu et al., 2019). Sin embargo, las proteinas presentan poca estabilidad
al estrés ambiental, como pH, calor y congelamiento; lo anterior puede
contrarrestarse mediante el acomplejamiento de las proteinas con otros
biopolimeros, como los polisacaridos (Huang et al., 2009). La formacién de estos
complejos se puede llevar a cabo de manera controlada mediante coacervacion,
la cual se define como la separacion de dos fases liquidas en un sistema coloidal,
obteniendo una fase rica en biopolimeros y otra fase sérica en equilibrio (Bosnea
et al., 2016). Debido a que la coacervacion compleja involucra biopolimeros con
carga opuesta y es formada por interaccion electrostatica, es influenciada por
variaciones en pH, fuerza iénica, grupos funcionales, hidrofobicidad, relacién en
peso proteina-polisacéarido, concentracién total de biopolimeros, relacién molar,
estrés mecanico, temperatura, densidad de carga superficial de las proteinas,
densidad de carga y rigidez del polisacarido. Los pardmetros sefialados son
importantes porque influyen en la formacion, estructura y estabilidad de los
complejos coacervados (Muriel et al., 2019). Se ha abordado el estudio de
complejos coacervados o coacervados formados principalmente por proteinas de
origen animal, tales como gelatina de pescado (Anvari y Chung, 2016), grenetina
(Ifeduba et al., 2016), proteina de lactosuero (Hernandez-Rodriguez et al., 2014;
Thongkaew et al., 2014), caseinato de sodio (Koupantsis et al., 2014), B-
lactoglobulina (Comert et al., 2016), a-lactoalbumina (Ach et al.,, 2015) y
ovoalbumina (Souza y Garcia-Rojas, 2015). Sin embargo, debe ser considerado
que las proteinas de origen animal, a pesar de que son de alta calidad bioldgica,

42



se han relacionado con intolerancia digestiva o alergias alimentarias. Por su
parte, las proteinas de origen vegetal se consideran como una alternativa a
aguellas de origen animal, por su alta digestibilidad y su bajo costo de produccion
(Condés et al, 2012; Nesterenko et al., 2013). No obstante, son pocos los
estudios realizados sobre proteinas de origen vegetal para la formacion de
coacervados, las proteinas mas utilizadas han sido soya, chia, chicharo y linaza
(Moschakis y Biliaderis, 2017). En este sentido resulta interesante explorar la
formacion y la caracterizacion de coacervados a partir de proteina de amaranto,
la cual presenta un alto valor nutricional debido al balance adecuado de sus
aminoacidos esenciales y alta biodisponibilidad (Motta et al. 2018).

La relevancia del estudio sobre la formacién y las propiedades de coacervados
reside en su amplio potencial de aplicacion; por ejemplo, en la elaboracion de
peliculas comestibles, como material encapsulante o de entrampamiento para la
liberacion de compuestos bioactivos como vitaminas, probidticos, colorantes,
antioxidantes y soluciones oleosas (Hernandez-Rodriguez et al., 2014, Lan et al.,
2020). Se ha demostrado también la utilidad de los coacervados como sustitutos
de grasa, estabilizantes, emulsificantes, gelantes y modificadores de viscosidad
en matrices alimentarias para el desarrollo de productos funcionales (Niu et al.
2018; Perry y Blocher, 2016).

Con base en lo expuesto, los objetivos de este proyecto fueron: (a) formar
complejos coacervados a partir de aislado de proteina de amaranto (APA) y
pectina citrica de alto metoxilo (PC) y (b) evaluar las propiedades fisicoquimicas,
reologicas y microestructurales de los complejos obtenidos.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Ubicacion del Trabajo
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Para la obtencibn de harina de amaranto, las semillas de Amaranthus
hypochondriacus L. variedad Revancha, se procesaron en el Taller de Cereales
del Departamento de Ingenieria Agroindustrial; el desengrasado, aislamiento de
proteina, formacion del coacervado, analisis fisicoquimico, analisis reologico y de
microestructura se realizaron en el Laboratorio de Tecnologia de los Alimentos,
ubicado en el Departamento de Preparatoria Agricola, ambos laboratorios

pertenecientes a la Universidad Autonoma Chapingo (UACh).

3.2.2 Materiales

Las semillas de Amaranthus hypochondriacus L. variedad Revancha se
obtuvieron de un productor local de la comunidad de San José Atlan, Municipio
de Huichapan, Hidalgo, México, con coordenadas GPS de 20° 20' 26.4192" N,
99° 41' 39.7356" W y una elevacion sobre el nivel del mar de 2150 m.

Para la formacion de complejos coacervados proteina-polisacarido, se utilizd
pectina citrica (PC) CEDROSA®, con grado de esterificacion 74.2 %,
suministrada por Central de drogas S.A. de C.V., Naucalpan, Estado de México,
México. Los reactivos utilizados, acido clorhidrico (HCI) e hidréxido de sodio
(NaOH) fueron adquiridos en J.T. Baker, Xalostoc, Estado de México, México. El
hexano fue suministrado por Reactivos Quimica MEYER®, Tldhuac, Ciudad de

México. El agua usada en los experimentos fue destilada y desionizada.

3.2.3 Preparacion de harina de amaranto

Las semillas de amaranto se lavaron con agua purificada y se secaron en una
estufa (HCF-62, Riossa Digital, Ciudad de México, México) a 35° C por 48 h con
ventilacion continua. Las semillas secas se sometieron a molienda usando un
procesador de alimentos (NB-101B, Nutribullet® 600, CAPBRANG HOLDINGS
LLC., California, EUA); el polvo obtenido se hizo pasar por un tamiz de malla No.
30 (Division de mallas y tamices, DUVESA, Ciudad de México, México) y la harina

obtenida se almacend en bolsas de polietileno con cierre hermético a 4 £ 1 °C
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hasta su utilizacién. El desengrasado de la harina se realizdé en equipo Soxleth
con 150 mL de hexano a 180 °C, usando un cartucho de papel filtro con 40 g de
harina, que estuvo bajo reflujo durante 5 h. La harina desengrasada se dejo en
una campana de flujo laminar (RDM, LF-102P, Midland, Ontario, Canada)
durante 2 h con extraccién de aire para la evaporacion total del hexano; se
almacend en bolsas de polietileno con cierre hermético a 4 + 1 °C hasta su
utilizacion (Martinez y Afion, 1996). Tanto a la harina entera como la
desengrasada se les realiz6 un analisis quimico proximal (AOAC, 1996) con el

cual se determiné humedad, cenizas, proteina, grasa y fibra cruda.

3.2.4 Obtencion de aislado de proteina de amaranto (APA)

El aislado de proteina de amaranto (APA) se obtuvo de acuerdo con la
metodologia descrita por Martinez y Afion (1996) con ligeras modificaciones. Se
establecieron 4 tratamientos que variaron en los valores de pH de solubilizacion
de la proteina(9 y 11) y en los valores de pH de extracciéon (4 y 5), los cuales se
codificaron como: APAg-5, APA11-5, APAg-4 y APA11-4. Se prepararon dispersiones
de harina de amaranto desengrasada (100 g) en agua destilada, a una
concentracion de 10 % (p/v), las cuales se agitaron suavemente (600 rpm) a
temperatura ambiente (22 + 2 °C) durante 60 min. Posteriormente el pH de las
dispersiones se ajusté a 11 6 9 segun el tratamiento (pH 120, Conductronic,
Santa Cruz Buenavista, Puebla, México) con NaOH 1N y se dejé en agitacion
continua durante 60 min mas. Después, las dispersiones se centrifugaron a 9000
xg a 10 °C por 15 min (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania).
El valor del pH del sobrenadante se ajusté a pH 5 6 4 con HCI 1 N segun el
tratamiento. La proteina precipitada se separ6 por centrifugacion a 9000 xg a 4
°C por 15 min. Al precipitado se le realizaron 2 lavados con agua destilada, se
neutraliz6 con NaOH 0.1 N hasta pH 7, se sec6 en una estufa (HCF-62, Riossa
Digital, Ciudad de México, México) a 40 °C durante 48h con ventilacion continua.
El aislado seco se moli6 manualmente en un mortero y se almaceno en bolsas

de polietileno con cierre hermético a 4 + 1 °C hasta su uso. Al aislado de proteina
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del cual se obtuvo el mayor rendimiento (APA114) se le realizaron
determinaciones de humedad, cenizas, proteina, grasa y fibra (AOAC, 1996) y
cuantificacion de proteina soluble por método Lowry (1951) utilizando albumina

sérico bovina (ABS) como estandar (0.1 - 0.01 mg mL™%).

3.2.5 Formacion de los complejos

3.2.6 Soluciones base de biopolimeros

Las soluciones base de APA (3,5y 7 % p/p) se dispersaron durante 2 hy PC (1
% p/p) por 12 h, en agua desionizada a temperatura ambiente (22 + 2 °C)
aplicando agitacion continua (600 rpm) (RO 15 power, IKA® Werke, Staufen,
Alemania). Las soluciones fueron almacenadas durante 24 h a 4 + 1 °C para

permitir su completa hidratacion.

3.2.7 Mediciones de potencial { y tamaino de particula

Se midio el potencial ¢ de dispersiones de APA11.4, y PC al 0.01 % p/v en un
equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd., Malvern, Worcestershire,
RU), en un rango de pH de 3 a 7. El valor de pH de las dispersiones se ajusto a
los valores sefalados con HCI 0.1 N o NaOH 0.1 N. Lo anterior, con la finalidad
de obtener una ventana de la variacion de la carga eléctrica de los biopolimeros
como funcion del pH, y asi determinar el punto isoeléctrico (pl) de la proteina de
amaranto y el rangos de pH de posible interaccién entre los biopolimeros
(Hernandez-Marin et al. 2013).

El diametro hidrodinamico medio (dn) de los complejos coacervados se determin6
en el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd., Malvern,
Worcestershire, RU), mediante mediciones de dispersion de luz dinamicas. Los
complejos coacervados se diluyeron en agua desionizada a una concentracion

de 0.01% p/p y se ajusto el pH a 3.5 6 4.5 con un potenciometro (pH 120,
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Conductronic, Santa Cruz Buenavista, Puebla, México), dependiendo del
complejo formado (Hernandez-Rodriguez et al., 2014).

3.2.8 Elaboracion de los complejos coacervados

Las dispersiones de APA (15 g; 3,5y 7 % p/p) se adicionaron a 15 g de solucién
de PC (1 % p/v), ajustando el pH a 3.5y 4.5, usando HCI 0.1 N. Para asegurar la
formacion completa de los complejos coacervados, las mezclas se mantuvieron
a 4 £ 1 °C durante 48 h; posteriormente se centrifugaron a 121 xg (Centrifuge
5810 R, Eppendorf, AG, Hamburg, Alemania) a temperatura ambiente (22 + 3 °C)
durante 15 min para separar los diferentes complejos coacervados. Estos ultimos

fueron codificados como APA-PCanb, donde “a” representa la relacién en peso

entre APAy PC (3:1, 5:1y 7:1) y “b” el valor del pH de precipitacion (3.5 o0 4.5).

3.2.9 Rendimiento, contenido de proteina y humedad de los complejos

coacervados

Se midi6 el contenido de proteina de los APA-PCan por el método de Kjeldahl
considerando un factor de conversion de 6.25 y reportdndose en base seca. El
contenido de humedad se determiné por el método de secado en estufa (AOAC,
1995).

El rendimiento de coacervacion se obtuvo mediante la siguiente Ecuacion (2)
(Xiao et al., 2011):

% RC = (mC / mBT) x 100
(2)

Dénde: % RC = rendimiento del coacervado; mC = peso de coacervado en base

seca; mBT = peso total de biopolimeros utilizados en base seca.
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3.2.10 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de infrarrojo de los APA-PCab se determinaron utilizando un
espectrofotometro IFTR CARY 630 (Agilent Technologies, Inc. Agilent, California,
EUA.), provisto con un accesorio universal de reflectancia total atenuada. Se
utilizé el procedimiento descrito por Martinez-Velasco et al. (2018). Las muestras
secas de APA, PC y APA-PCan (10 mg) se colocaron en contacto con el cristal
de diamante con un ajuste de geometria a una calibracion de fuerza de 60
unidades. Se determind la absorbancia sobre el rango de 4000 cm™ a 750 cm™ a
una resolucion espectral de 4 cm™. Hubo 64 barridos por muestra, los cuales

fueron integrados para obtener los valores medios del espectro.

3.2.11 Propiedades reoldgicas de los complejos coacervados

El comportamiento reoldgico de los APA-PCan, se determin6 aplicando pruebas
oscilatorias (barridos de amplitud) y dinamicas (curvas de flujo), en un reémetro
Physica MCR 301 (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart, Alemania), utilizando una
geometria cono-plato (1°, 50 mm de diametro), la temperatura se mantuvo a 4 °C
durante las mediciones con un sistema de medicion y control de temperatura
Physica TEK 150P. Los APA-PCan (~1.5 g) se colocaron en el plato a 22 + 3 °C,
dejandolos reposar 30 min para permitir la recuperacion de la estructura,
posteriormente se realizaron barridos de amplitud en un rango de deformacién
de 0.01 — 100 % a una frecuencia de 1 Hz, con la finalidad de caracterizar la
region viscoelastica lineal (RVL). Las curvas de flujo de los APA-PCab se
obtuvieron aplicando un barrido de tasa de corte de 10 a 103 s, registrandose
los valores de viscosidad aparente de los APA-PCanb, los cuales, mediante el
software del equipo, se ajustaron al modelo de Ellis, que describe el

comportamiento independiente del tiempo de fluidos (Chien et al., 2009)
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3.2.12Microestructura de los coacervados

Muestras de los APA-PCan (~ 0.1 g) se tifieron con cristal violeta utilizando una
técnica estandar (Madigan, 2012) y posteriormente se observaron a una
magnificacion de 10x en un microscopio Optico (Olympus BX53F, Olympus
Optical Corp., Tokio, Japdn) conectado a una camara Moticam 2500 (Motic
Incorporation Ltd., Hong Kong, China) y un software Motic Images Plus 2.0 (Motic,

Corp., Ltd., China). Se observaron 10 réplicas para cada muestra.

3.2.13 Andlisis de datos

Todas las mediciones se realizaron por triplicado a partir de tres experimentos
independientes llevados a cabo usando un disefio completamente al azar. Los
datos se sometieron a andlisis de varianza y cuando fue apropiado a prueba de
comparacion de medias de Tukey. La significancia se establecio en p <0.05. Los
datos se analizaron en el software Statgraphics 7 (Statistical Graphics Corp.,
Manugistics Inc., Cambridge, MA, EUA).

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Composicion quimica proximal de harina

La importancia nutricional de la semilla de amaranto radica en su composicion
quimica, ya que generalmente contiene valores mas altos que los cereales
mayormente consumidos como trigo (3.6 g/100 g de proteina), maiz (2.3 g/100 g
de proteina) y arroz (3.2 g/100 g de proteina) (LOpez et al., 2018, Marques et al,
2018; Nardo et al., 2018; Soteras et al., 2011). En la harina de la semilla de
Amaranthus hypochondriacus L. variedad Revancha el contenido de proteina en
peso seco fue 16.5 £ 0.1 % (N X 6.25) (Cuadro 5).
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Las semillas de Amaranthus sp. tienen un contenido de proteina cruda de 12-19
% (Matias et al., 2018). Otros componentes de la harina de la semilla de amaranto
son: grasa del 6.1 al 8.1 %, fibra del 2.2 al 5.8 % y cenizas del 2.8 al 4.4 %
(Huerta-Ocampo y Barba-de la Rosa, 2012). Los contenidos de proteina, grasay
fibra de la harina de la semilla de amaranto (Cuadro 5) se encuentran en el rango

informado en la literatura.

Cuadro 5. Composicion quimica proximal de la harina de semilla de Amaranthus
hypochondriacus variedad Revancha.

Componente (%) (b.s.)

Humedad 11.57+0.0
Cenizas 3.76+ 0.01
Proteina 16.65+ 0.11

Grasa 7.94+0.2
Fibra 3.05+0.13

De acuerdo con Tiwari y Singh (2012) el aislado de proteina debe contener
menos del 1.0 % de grasa, por lo cual fue necesario desengrasar la harina de
amaranto. La cantidad de grasa presente en las semillas de amaranto fue de 7.94
+ 0.2 %. Posterior al desengrasado present6 una pérdida del 94 % de grasa, lo

que influyé en el aumento de la concentraciéon de proteina (Cuadro 6).

Cuadro 6. Composicion quimica de harina desengrasada de Amaranthus

hypochondriacus variedad Revancha.

Componente (%) (b.s.)
Humedad 12.83 +0.00
Cenizas 3.49 +0.07
Proteina 16.92 +0.02
Grasa 0.47 =0.00
Fibra 3.54 +£0.13
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3.3.2 Obtencidén de proteina aislada

La proteina aislada se extrae de la harina desengrasada de amaranto mediante
solubilizacion alcalina en un intervalo de pH entre 8 y 11, y precipitacion de
acuerdo con el punto isoeléctrico (pl) aproximadamente entre pH 4.0 a 6.0,
dependiendo de la variedad de amaranto (Lopez, et al. 2018). La metodologia
reportada para Amaranthus hypochondriacus L. comprende un valor de pH de
solubilizacion de 9 y un pH de precipitacion de 5. Sin embargo, se ha evidenciado
que al aumentar el pH de solubilizacion el rendimiento aumenta (Martinez y Aién,
1996; Aceituno-Medina et al., 2013; Suarez et al., 2020).

En cuanto al rendimiento de los tratamientos bajo estudio el que presentd menor
rendimiento de aislado de proteina (3.1 g de aislado/100 g de harina
desengrasada) fue aquel en el que la extraccién se realizé a pH 9 y la
precipitacion a pH 4 (Cuadro 7). Por el contrario, el tratamiento que exhibié mayor
cantidad de aislado de proteina (7.3 g de aislado/100 g de harina desengrasada)

fue aquel en el que el pH de extraccion fue 11 y el de precipitacion de 4.

Cuadro 7. Rendimiento de proteina obtenida por extraccion a pH 9 y 11 y
precipitacion a pH 4y 5.

Rendimiento (g de aislado/100 g

Tratamientos .
de harina desengrasada Q)

APAg-5 3.15+0.072
APA11-5 5.60 £ 0.142
APAg-4 5.50 £ 0.142
APA11-4 7.30+£0.14°

Los superindices distintos en la misma columna indican diferencias significativas entre las medias
(p< 0.05). APA= Aislado de proteina de amaranto.

Los valores obtenidos de rendimiento estan por debajo de la media reportada por
Martinez y Aidn (1996), las cuales obtuvieron un rendimiento de 4.9 + 1.1 g de

aislado y 8.2 + 1.2 g de aislado por cada 100 g de harina desengrasada a un pH
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de solubilizacién de 8 y 9 respectivamente, ambos con una precipitacion a un

valor de pH 5.

En el cuadro 8 se presenta la composicion quimica proximal del APA. Lopez et
al., (2018) mencionan que la composicion quimica de la proteina varia de acuerdo
con el método utilizado para su extraccion y también va a depender de la materia

prima que se utilice.

Cuadro 8. Composicion quimica del aislado de proteina de Amaranthus
hypochondriacus variedad Revancha.

Componente (%) (b.s.)

Humedad 7.5+0.02
Cenizas 3.69 £ 0.07
Proteina 85.06 £ 0.02
Grasa 0.18 +£0.00
Fibra 1.0+0.13

De acuerdo con los valores reportados por Tiwari y Singh (2012) el aislado de
proteina extraido por precipitacion isoeléctrica debe contener menos de 1.0% de
grasa y un contenido de cenizas de 3.05-5.59 %; el aislado de proteina de
amaranto obtenido en este estudio cumple con estas caracteristicas, por su

proceso de extraccion.

La concentracion de la proteina es un parametro importante en la formulacién de
productos alimenticios por su uso en diferentes alimentos como bebidas,
espumas, emulsiones o geles (Condés et al., 2012). El contenido de proteina
soluble fue cuantificado por el método de Lowry (1951) utilizando una curva
estandar de BSA, obteniéndose 0.849 £ 0.005 g de proteina/g aislado de proteina
de amaranto, lo que representa el 84.9 % de proteina soluble. De acuerdo con
Deleu et al. (2019) el producto obtenido se consider6 como un aislado por tener

una pureza ente el 80 y 90 %.
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3.3.3 Mediciones de potencial g

El potencial { proporciona la carga superficial neta de una particula, y es un factor
importante para determinar la magnitud de interaccion (repulsién o atraccion)
entre particulas coloidales, asi mismo puede influir en las propiedades
funcionales (de solubilidad y emulsionante) de los aislados de proteina. Los
valores del potencial ¢ para las soluciones de APA abarcaron de +18.67 = 0.25
mV (pH 3) a -30.27 + 0.38 mV (pH 7) (Figura 4), similar a lo reportado por
Ventureira et al. (2012) que reportaron valores del potencial ¢ del aislado de
proteina de Amaranthus hypochondriacus los cuales van de lo positivo (+25 mV

a pH 2.0) a lo negativo (-30 mV a pH 8.0) conforme aumenta el pH.

= N W
o O O O

7.5

A
o

-10

Potencial- { (mV)

pH

Figura 4. Variacion del potencial zeta () como funcion del pH de disoluciones
de APA (0.01% p/p) (e) y PC (0.01% p/p) (#).

La carga superficial en las proteinas se dio por la ionizacion de grupos
superficiales (Shevkani et al., 2014) por lo cual los valores positivos del potencial
( se deben a la protonacion de los restos de aminoacidos (-NH2) produciendo
grupos amonio (-NHs*), mientras que las cargas negativas se deben a la

ionizacion de los restos carboxilicos (-COOH) formando grupos carboxilato (-
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COO") (Herndndez-Rodriguez et al., 2014; Trujillo-Ramirez et al., 2018). Si el
valor del potencial ¢ se mantiene en los extremos del pl, las particulas estaran
estabilizadas eléctricamente, sin embargo, cuando se acerca al pl, las particulas

tienden a la inestabilidad y floculan (Tiwari y Singh, 2012).

El valor del potencial ¢ en cero del APA se origin6 en el pl (pH 4.0) (Figura 4),
encontrandose dentro del rango (pH 4 - 6) reportado para proteinas de amaranto
(Bolontrade et al., 2013). Sin embargo, no todas las proteinas presentes en el
aislado presentan el mismo pl, como la globulina (en su mayoria 11S, globulina-
Py 7S) presenta un pl entre 5.2 y 5.8 (Nardo et al, 2018).

Los valores del potencial  para las soluciones de PC fueron negativos en todo el
intervalo estudiado variando de -13.67 £ 0.32 mV a pH 3y -40.63 £ 0.76 mV a pH
7 (Figura 4) similar a lo reportado por Salminen y Weiss (2013), esta
predisposicidén es normal para pectinas de alto metoxilo debido a que los grupos
carboxilos (-COOH) tienen bajos valores de pKa, que conforme aumenta el pH
se convierten en grupos carboxilato (-COO") dando lugar a valores negativos del
potencial ¢ (Trujillo-Ramirez et al., 2018).

Cuando los biopolimeros tienen carga opuesta, las interacciones electrostaticas
son fuertes, lo que conduce a la formacién de coacervados complejos (Rousi et
al., 2019), en el caso de APA y PC a pH 3.5, ambos biopolimeros mostraron
cargas opuestas de potencial ¢, sin embargo, a pH 4.5 se observa también
diferencia en las cargas. Por lo cual se determiné el potencial ¢ en el
sobrenadante de los APA-PCab para confirmar la formacion de los complejos
insolubles. En la Figura 5 se puede observar que el potencial  de los APA-PCan
tuvo una disminucion conforme aumento el pH de 3.5 a 4.5 en comparacion con

el APA, presentandose valores negativos en todo el rango de pH ensayado.
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Figura 5. Potencial- ¢ (mV) del aislado de proteina de amaranto y complejos
coacervados a distintas relaciones y distinto pH. APA (0), APA-PC3:1/3.5 (e),
APA-PC5:1/3.5 (), APA-PC7:1/3.5 (a), APA-PC3:1/4.5 (o), APA-PC5:1/4.5 (D),
APA-PC7:1/4.5 (A).

La disminucion del potencial  confirmd la formacion de complejos entre el aislado
de proteina de amaranto y la pectina. También se observa que el potencial ¢
aumento al incrementar la relacion de APA:PC, teniendo diferencias significativas
(p 2 0.05) entre APA-PCr.1/35 Yy el resto de complejos coacervados, lo cual se
podria atribuir a un mayor potencial ¢ de las proteinas en relacién con los

polisacéaridos (Rousi et al., 2019, Duhoranimana et al., 2017).

3.3.4 Rendimiento, contenido de proteina y humedad en los complejos

coacervados

En el Cuadro 9 se muestran los valores del rendimiento, proteina y humedad de
los APA-PCan. Se puede observar que el rendimiento de los APA-PCab aumento
significativamente conforme increment6 la relaciéon en peso APA:PC, mientras
que el contenido de proteina disminuy6 (p< 0.05). Hasanvand et. al., (2018)

mencionan que el rendimiento es uno de los parametros para determinar el grado
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de coacervacién presentada, reportaron una tendencia similar en donde los
rendimientos de complejos coacervados de goma de linaza y proteina de salvado

de arroz incrementaban conformé aumentaron la relacién de los biopolimeros.

Cuadro 9. Valores medios de rendimiento, contenido de humedad y proteina de
complejos coacervados.
Parametro Relacién en peso APA:PC pH

3:1 5:1 71 3.5 4.5

Parametro (%)

Rendimiento 35.8+13.0° 52.4+0.8" 68.5+0.72 55.7+5.62 48.8+11.5°
Humedad 98.5+0.642 98.1+0.852 98.2+1.202 98.9+0.22 97.6+0.4°
Proteina 78.3%1.22 54.4+6.3" 40.2+1.9° 61.8+3.1* 52.5+2.2°

Los superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre las medias (p
<0.05).

Se present6 una disminucion significativa en el porcentaje de rendimiento,
humedad y proteina cuando aumenté el pH de 3.5 a 4.5, debido al grado de
ionizacion de los grupos carboxilato (-COO") que disminuyeron por un exceso de
iones H*, por lo cual se tuvo un menor nimero de regiones en las moléculas de
PC disponibles para interactuar con el APA (Hernandez-Rodriguez et al., 2014;
Timilsena et al. 2016). Rousi et al. (2019) mencionan que el valor de pH éptimo,
debe corresponder al rendimiento maximo de formacion de complejos
coacervados en cada relacion de mezcla. Para este estudio el APA-PC7.1/35 fue
el complejo que presenté el mayor rendimiento (69.1+ 1.3%) estadisticamente

significativo (p< 0.05).

3.3.5 Espectroscopia de infrarrojo con trasformada de Fourier (FTIR)

Los estudios de espectroscopia (FTIR) proporcionan una mejor comprension
sobre las interacciones moleculares entre biopolimeros, este estudio se llevo a
cabo en los biopolimeros individuales y los APA-PCanb, los cuales son
presentados en la Figura 6. La pectina de alto metoxilo present6 espectros con

una banda de absorcidon de estiramiento del enlace C-O-C a 1012 cmY,
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estiramiento de O-H amplio con un pico a 3247 cm, pertenecientes a la
estructura de la pectina. Ademas, presentdé un pico a 2940 cm asociado al
estiramiento de los enlaces C-H de los grupos metilo (-CH3) que se da en el rango
de nimero de onda 2800 a 3000 cm™ (Raei et al., 2018); a picos de 1735y 1608
cm? se presentaron la banda de absorcién de estiramiento de los grupos
carbonilo (C=0) de los grupos de acido carboxilico esterificado (COOCHz3) y de

los grupos carboxilato (-COQO"), respectivamente (Monfregola et al., 2011).

El espectro de APA exhibi6 una banda de vibracion amplia y grande de
estiramiento del enlace O-H a 3280 cm™ perteneciente al grupo amina. A 1636,
1523, 1396 cm* se observaron picos relacionados con enlaces de estiramiento y
flexion C=0, N-H y C-N caracteristicos de amidall, Il y I, respectivamente, similar

a lo reportado para proteina por Lan et al. (2019).

En los espectros de los APA-PCab hubo dominancia por el aislado de proteina de
amaranto, sin embargo, en la banda considerada como huella dactilar del
espectro, se exhibieron picos entre 1200 a 700 cm?, en donde se aprecia una
transposicion de espectros de APA y PC, es decir, hubo una disminucion en los
picos 1636 y 1153 cm™ en todos los APA-PCanb en comparacion con el APA. En
comparacion con el espectro de la PC hubo una disminucion en el pico 2940 en
todos los APA-PCan. Estos cambios demuestran que la formacion de los
complejos coacervados se dio por la interaccion electrostatica entre los grupos
amino (-NHz2) de APA y los grupos de &cido carboxilico (-COOH) de la PC (You
et al., 2018).
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Figura 6. Espectro FTIR de aislado de proteina de amaranto (APA) (a), pectina
de alto metoxilo (PC) (b) y complejos coacervados (APA-PCan). APA-PC3:1/35(C),
APA-PCs:135 (d), APA-PC7.1u35 (e), APA-PCsz.145 (f), APA-PCs.145 (g), APA-

PC7:145 (h).

58



3.3.6 Propiedades reoldgicas de los complejos coacervados

3.3.6.1 Comportamiento al flujo

En la Figura 7 se muestran las variaciones de viscosidad aparente como funcion
de la tasa de corte que fueron determinadas a los complejos coacervados. Las
curvas de flujo de los APA-PCab formados presentaron una region Newtoniana
de adelgazamiento al corte a bajas tasas de corte (0.001- 0.0016 1/s), seguida
de una regién de adelgazamiento al corte a tasas de corte intermedia (0.0016 -
100 1/s), lo anterior se ha reportado como un comportamiento caracteristico de
los materiales que presentan una viscosidad estructural (Hernandez-Rodriguez
etal., 2014). Las propiedades de flujo de los coacervados se deben a la formacion
o reordenamiento de la estructura en red que al aplicarle un esfuerzo de cizalla
se rompe, presentando un comportamiento dependiente del corte, que en reposo

o en condiciones de equilibrio se podria recuperar (Wee et al., 2014).

Viscosidad aparente (Pa.s)

o
o

0.01 +——rrrrr——rrrrr——rrrr N —
1E-3 0.01 0.1 1 10 100 1000

Tasa de corte (1/s)

Figura 7. Curvas de flujo de complejos coacervados a diferentes relaciones y pH.
APA-PC3:1/3.5 (o), APA-PC5:1/3.5 (), APA-PC7:1/3.5 (a), APA-PC3:1/4.5 (o),
APA-PC5:1/4.5 (o), APA-PC7:1/4.5 (A).
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Los valores obtenidos de viscosidad aparente se ajustaron (R?> 0.97) al modelo
de Ellis (Ecuacion 3):

Mo
1+ @Ay)*]P

Ecuacién 3. Ecuacion del modelo de Ellis.

T

Donde: n = viscosidad aparente; y = tasa de corte; 1o = viscosidad a baja tasa

de corte; A= tiempo constante asociado al tiempo de relajacibn de los

biopolimeros en solucion y p= indice de comportamiento al corte.

En el Cuadro 10 se presentan los valores de los parametros del modelo de Ellis
de los APA-PCan, en donde se puede observar que el tiempo de relajacion (A), el
indice de adelgazamiento al corte (p) y la viscosidad a baja tasa de corte (10)
fueron aumentando conforme aumentaba la relacion en peso de APA:PC, asi
mismo, fueron mayores los valores de Ay no a pH 3.5 que a 4.5, esto puede ser
debido a la atraccion de las cargas opuestas de ambos biopolimeros a pH 3.5,
también se exhibe que el APA-PCr.1/35 fue el que tuvo los valores mas altos de

todos los pardmetros y el APA-PCz:.1/45 los valores menores.

Cuadro 10. Valores medios de los pardmetros del modelo de Ellis.
APA-PCan A (s) p no (Pa.s)

APA-PCzu3s 701.2 + 90.3¢ 0.52+0.02 8124.3 + 121.42
APA-PCs:135 1068.5 + 125.1%¢ 0.53 + 0.02 19541.0 + 156.2°
APA-PC7135 2907.2 + 74.82  0.55 + 0.09 36281.0 + 127.3¢
APA-PC3145 368.7 + 17.1¢ 0.49 £ 0.0° 2004.5 + 78.44
APA-PCs./45 1707.5 + 68.2¢ 0.59 + 0.0° 14121.0 + 84.8¢
APA-PC7.1/a5 2024.2 + 635.5° 0.60 + 0.0¢ 35381.0 + 341.1f

Los superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre las
medias (p< 0.05).

Espinosa-Andrews et al. (2013) mencionan que la formacion de los complejos es
altamente dependiente del pH, por lo que la estructura de los complejos a valores
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superiores o inferiores al pH 6ptimo no esta completamente estructurada y la red
formada en los complejos coacervados (APA-PCanb) a pH 3.5 presentaria una red
mayormente estructurada e interconectada en comparacion a los formados a pH
4.5.

La literatura ha descrito que cuando los valores de esfuerzo cortante son bajos,
A es mayor que la unidad y el modelo tiende a un comportamiento newtoniano,
mientras que si es menor que la unidad, la convergencia hacia la ley de Newton
se produce cuando los valores de esfuerzo cortante son altos, en otras palabras,
el parametro A proporciona un orden de la tasa de corte critica marcando el final
de la regiébn Newtoniana y el inicio de la regién de adelgazamiento al corte
(Lobato-Calleros et al., 2004). En los complejos coacervados APA-PCan
conforme aumento la relacion en peso APA:PC se desplaz6 hacia la derecha a

un pH designado, exhibiendo un desplazamiento mas marcado a pH 4.5.

3.3.6.2 Propiedades viscoelasticas

En la Figura 8 se muestran el médulo de almacenamiento (G") y el médulo de
perdida (G™") como funcion del % de deformacion de los complejos coacervados
de aislado de proteina de amaranto-pectina citrica a diferentes relaciones y
diferente pH (APA-PCanb). La region viscoelastica lineal (RVL) en el moédulo de
almacenamiento de los APA-PCan (Figura 8a) se presento hasta una deformacion
del 0.17%, en donde el valor fue constante a bajos valores de deformacién
seguido de una desviacion y disminucién pronunciada a mayores porcentajes de
deformacion; los valores de G” en la RVL variaron de menor a mayor de la
siguiente manera: APA-PCs.145 (133.0 Pa) < APA-PCs.u35 (205.0 Pa) < APA-
PCs:1/35(463.0 Pa) < APA-PCs:145 (560.0 Pa) < APA-PC7:.1/45 (1690.0 Pa) < APA-
PC7:1/35(11400.0 Pa).
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Figura 8. (a). Variacion del modulo de almacenamiento (G”) como funcion del %
de deformacion de los complejos coacervados de aislado de proteina de
amaranto-pectina citrica a diferentes relaciones y diferente pH. APA-PCs:1/35 (o),
APA-PCs:1/35 (), APA-PC7.135 (A), APA-PCz145 (o), APA-PCs.1a5 (o), APA-
PC7uas5 (A). (b).Variacion del médulo de pérdida (G™") como funcion del % de
deformacion de los complejos coacervados de aislado de proteina de amaranto-
pectina citrica a diferentes relaciones y diferente pH. APA-PCsz:135 (o), APA-
PCs:1/35 (), APA-PC7.1/35 (A), APA-PC3.1/45 (o), APA-PCs.145 (0), APA-PC7:1/45
(D).

Los valores del moédulo de pérdida (G™°) (Figura 8b) fueron inferiores
significativamente (p< 0.05) de los valores del médulo de almacenamiento,

encontrandose un caracter elastico dominante en los APA-PCanb. Caracteristicas
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similares fueron reportadas en complejos coacervados de aislado de proteina de
arroz-goma de linaza (Hasanvand y Rafe, 2019), aislado de proteina de canola -
goma arabiga (Stone et al., 2014), aislado de proteina de suero-goma de linaza
(Liu et al. 2017), caseinato de sodio-goma tragacanto (Gorji et al. 2014). A
diferencia de complejos aislado de proteina de chicharo-alginato de sodio, en
donde se presentd un comportamiento viscoso (G > G") (Mession et al, 2012).

Los valores de G" en la RVL variaron de menor a mayor de la siguiente manera:
APA-PC3:1/45(25.8 Pa) < APA-PC3:.135 (40.0 Pa) < APA-PCs:135(99.7 Pa) < APA-
PCs:145 (110.0 Pa) < APA-PC7.145 (313.0 Pa) < APA-PCr.1/35 (1860.0 Pa). Los
valores viscoelasticos coinciden con los de las curvas de flujo, en donde la red
formada por los complejos coacervados APA-PCab a pH 3.5 y la relacion mayor

en peso APA:PC estd mas estructurada que de aquellos formados a pH 4.5.

3.3.7 Microestructuray tamafo de particula de los complejos coacervados

Los valores del diametro hidrodinamico (dn) de los complejos coacervados se
presentan en el Cuadro 11. De acuerdo al dn el tamafio de particula de los APA-
PCan se encuentra dentro del rango 1043 £ 39.9 a 2670 + 30.9 nm.

Cuadro 11. Valores medios de diametro hidrodinamico (dn) de los complejos
coacervados.

APA-PCan dn (nm)
APA-PCs:1/35 1043.0 £ 39.92
APA-PCs:135 1179.7+ 26.6°
APA-PC7135 1293.3+10.8°
APA-PC3za45 1271.7+14.7°
APA-PCs:1/a5 2139.7+10.0¢
APA-PC7145 2670.3+30.9¢

Los superindices diferentes indican diferencias significativas entre las medias (p< 0.05).
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Se aprecia en el Cuadro 11 que conforme aumenta el pH de 3.5 a 4.5 en una
misma relacion en peso APA:PC, el tamafio de los complejos coacervados es
mayor, asi mismo, en una diferente relacion en peso APA:PC el tamafio aumenta
cuando la relacién incrementa, lo que se puede confirmar por las micrografias
Opticas de los APA-PCan presentadas en la Figura 9, tendencias similares fueron
reportadas por Hasanvand y Rafe (2019) y Rousi et al. (2019) donde a mayores
relaciones en peso de biopolimeros mayor es el tamafio de particula en los

complejos coacervados.

Figura 9. Micrografias O6pticas de los complejos coacervados a distintas
relaciones y distinto pH. APA-PC3:1/3.5 (a), APA-PC5:1/3.5 (b), APA-PC7:1/3.5
(c), APA-PC3:1/4.5 (d), APA-PC5:1/4.5 (e), APA-PC7:1/4.5 (f).

En las micrografias épticas (Figura 9) se identific6 que cuando incrementa la
relacion en peso APA:PC el tamafio de particula también aumenta, de igual forma
se tienden a formar particulas mas grandes cuando el pH se eleva de 3.5 a 4.5,
Lan et al. (2018) mencionan que cuando el pH se acerca a la electroneutralidad
se puede producir agregacion o auto asociacion de particulas, pudiéndose
apreciar estructuras mas compactas a pH 3.5 que a 4.5, teniendo concordancia
con los valores de las curvas de flujo y las propiedades viscoelasticas. Los
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tamafios de particula de APA-PCanb podrian atribuirse a la pectina utilizada, la
cual es de alto metoxilo (GE = 74.2 %). Salminen y Weiss (2013) evidenciaron
que el tipo de pectina tiene un impacto sobre la formacion y el tamafio de particula
de los complejos coacervados, ya que conforme aumenta el grado de

esterificacion de la pectina se forman tamafios de particula mayores.

3.4 CONCLUSIONES

El mayor rendimiento de aislado de proteina de amaranto se obtuvo a un pH de
solubilizacion de 11 y un pH de precipitacién de 4. El contenido de proteina
obtenido en el aislado (> 80 %) concuerda con el necesario para su clasificacion
como tal. Los resultados obtenidos respecto al potencial ({) muestran un
parametro para la formacion del coacervado: pH de 3.0-4.5 en el cual las cargas
tanto de APA y el PC son mas distantes. Los complejos coacervados tienen una
viscosidad estructural, ya que presentan una region de adelgazamiento al corte
a bajas e intermedias tasas de corte. El predominio del médulo G” sobre G™” en
los barrios de amplitud revelé un caracter elastico dominante en los complejos
coacervados, que resulta principalmente de las interacciones electrostaticas
entre las moléculas de APA y PC, confirmado por los espectros de FTIR de los
complejos. Los complejos coacervados que presentaron una red mejor
estructurada fueron aquellos formados a pH 3.5, teniendo concordancia con los
valores de las curvas de flujo, las propiedades viscoelasticas, microestructura y
tamafo de particula. En general, estos datos nos muestran que el estudio de la
formacion de complejos coacervados de aislado de proteina de amaranto-pectina
citrica, nos proporciona informacion util para ampliar su uso en diversas
formulaciones de alimentos, tales como yogur, suplementos, entre otros, asi

como para la encapsulacion de compuestos bioactivos.
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