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Resumen

En este trabajo se estudiaron las propiedades funcionales de dos
sistemas hidrocoloides mixtos (SHM) formados con goma de flamboyan
extraida por precipitacién con etanol e hidrolizados proteicos de
Phaseolus lunatus y Vigna unguiculata con un grado de hidrodlisis de
19.1% y 32.87%, respectivamente, los cuales se obtuvieron por
precipitacién isoeléctrica para concentrar la proteina y posterior
hidrdélisis secuencial con pepsina y pancreatina. Se realizaron las curvas
de flujo y se determiné el porcentaje de estabilidad (%EE) de emulsién
mediante un disefio factorial 2 con los factores y niveles: pH 3 y 7,
temperatura 30°C y 70°C y concentracién de goma 0.5% y 1.5% (p/v),
manteniendo en 2.5% p/v la concentracién del hidrolizado. Se obtuvo
que los 4acidos aspartico y glutamico fueron los mayoritarios en los
hidrolizados. Los SHM de P. lunatus 'y V. unguiculata con 1.5% (p/v)
de goma a 30°C, presentaron la mayor viscosidad ajustdndose al
modelo de Cross, mientras que los demés sistemas se ajustaron a la ley
de la potencia. Los valores de viscosidad estuvieron en el rango de
0.045 hasta 1.76 Pa*s. El %EE (porcentaje de estabilidad de la
emulsién) alcanzé valores de 100 para ambos sistemas a 1.5% de goma
y 30°C, el fenémeno de desestabilizacién fue el cremado, mientras que
la emulsién con solo goma presenté coalescencia. Se determind la
capacidad anticariogénica a los sistemas que mejores propiedades
funcionales presentaron. La capacidad anticariogénica fue de una
reduccién de la desmineralizacién de 59.75% y 50.21% para los SHM de
P. lunatus y V. unguiculata, respectivamente. Por lo anterior, los

SHM podrian ser usados en la industria alimentaria ya sea como
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aditivos alimenticios, incorporarlo en cremas, bebidas y una variedad
de aplicaciones, debido a las versatilidad de propiedades funcionales y

capacidad anticariogénica que presentaron.

Palabras clave

Sistemas mixtos de hidrocoloides, flamboyan, Phaseolus lunatus, Vigna

ungutculata, reologia, actividad anticariogénica.
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1. Antecedentes

1.1. Leguminosas

Las leguminosas son una fuente importante de proteina, grasa, carbohidratos
complejos, compuestos minerales, fibra y vitaminas. Superan a otras verduras
en su contenido de fésforo, potasio, calcio y magnesio, también es rico en hierro
y vitamina B, como la tiamina y riboflavina (Filipiak-Florkiewicz, Florkiewicz,
Cieilik, Walkowska, Walczycka, Leszczyrniska et al. 2011). En la peninsula de
Yucatan se cultivan el P. lunatus y la V. unguiculata conocidos regionalmente

como frijol Ib y X'pelén, respectivamente.

1.2. Caracteristicas Nutritivas y Funcionales del Phaseolus
Lunatus

El P. lunatus, conocido en Latino América como frijol lima, frijol de luna
y en el sureste de México como “Ib”, es nativo de la zona tropical de América,
existen por lo menos dos centros de domesticaciéon: El mesoamericano (México
y Guatemala) con tipos de semillas pequefias (Figura 1) y el andino (Perd y
Ecuador) con tipos de semillas grandes. El mesoamericano tiene una amplia
distribucién desde México hasta Argentina, mientras que el andino estd
restringido a su zona nativa, actualmente se cultiva en todas las zonas

tropicales y subtropicales incluyendo Africa, Sur Asidtico y el Pacifico.

La semilla madura presenta por

P Y cada 100 g: 20.62 g de proteina,
LAV W F e .
LA V3« Pl 2d ™ 62.83 g de carbohidratos, aporta
rs o’ ~ -
~ Ji - o ,,..“’ vy‘»” o - 335 kcal. Se han extraido la
v > 4\"..A J\J v ) -
it e e B T proteina y el amidén de las semillas
W Nk =~
~ Vo del P. lunatus por fraccionamiento
g W , .
hiimedo con una relacién 1:6 de
Figura 1. Semillas de Phaseolus lunatus (Baby harina de P. lunatus y agua, pH 11
lima bean)

y 1 hora de extraccién, obteniendo

una recuperacion de 18.82% en
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proteina y 28.84% de almidén. La composicién proximal del concentrado
proteico muestra un valor de 65.97% de proteina, 23.31% de Extracto Libre de
Nitrégeno (ELN) y 7.3% de fibra ademdas de 2.61% de cenizas (Betancur,
Gallegos & Chel, 2004).

El perfil aminoacidico del concentrado del P. lunatus tiene un aporte
mayor de los aminoacidos esenciales que el recomendado por la Organizacién
de las Naciones Unidas para la Alimentacién y Agricultura (FAO por sus
siglas en ingles), mientras que la harina es deficiente en los aminodcidos
azufrados metionina y cisteina. Por otro lado, contiene todos los aminodcidos
polares y no polares siendo los polares: Gli, Ser, Tr, Cis, Tir, Asp, Glu, Lis,
Arg e His y los no polares: Ala, Val, Leu, Ile, Pro, Fen, Trp y Met. Entre los
factores antinutricios, el P. Ilunatus contiene lectinas, inhibidores de
proteasas, acido fitico, polifenoles, oligosacaridos y glucésidos cianogénicos. El
fésforo del acido fitico se estima que es el 28.2% del fésforo total de la semilla,
y al igual que los polifenoles son conocidos quelantes, por lo cual disminuyen

la absorcién de metales por el organismo.

1.3. Caracteristicas Nutritivas y Funcionales de la Vigna
Unguiculata

En la peninsula de Yucatan, México,
se encuentra una gran variedad de
semillas de leguminosas, las cuales
estdn bien adaptadas a las condiciones
regionales, incluyendo al P. lunatus,

Canavalia  ensiformis 'y la V.

unguiculata (Chel, Maldonado, Burgos,
Betancur & Castellanos, 2011). La  Figura 2. Semillas de la V. unguiculata
V. unguiculata (Figura 2) pertenece a (Frijol X'peldn)
la familia de las fabaceas, en América Latina se le conoce por el nombre de

frijol caupi, frijol de vaca y en México como frijol pelén.
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Por cada 100 g de semilla madura, se tienen 23.53 g de proteina, 60.03 g de
carbohidratos, aporta 336 kcal. El frijol pelén (X'pelén) es una variedad de la
V. unguiculata en México, la cual se cultiva en la Peninsula de Yucatan; Chel
et al. (2011) reportaron una concentracién de proteina del 82.8% presente en
la semilla, ademas de contener los aminoacidos esenciales, sobrepasando la
cantidad minima que debe presentar por 100 g de proteina, con excepcién de
los aminoacidos azufrados (metionina y cisteina) y el triptéfano, presenta

también 14.1% de ELN, cenizas y grasa en 1.2% (Chel et al., 2011)

Las propiedades funcionales evaluadas al concentrado proteico de la
V. unguiculata fueron investigadas por Chel et al. (2011) obteniendo una alta
retenciéon de agua (245%) y aceite (231%), la méxima capacidad de formar
espuma fue a pH extremos tanto alcalino como &cido (133-190%), mientras que
a pH neutro o cercano al punto isoeléctrico (pH 6) fue muy bajo; también
observaron baja estabilidad de estas espumas independientemente del pH.
Asimismo, se evalué la capacidad emulsificante, siendo del 45% e independiente

del pH mientras que la estabilidad mejoré significativamente a pH de 9.

1.4. Estructura y Propiedades de la Goma de Semilla del
Arbol Flamboyéan (Delonix Regia)

Las gomas o hidrocoloides son polisacaridos de alto peso molecular, los
galactomananos presentes en algunas semillas, son polisacidridos heterogéneos,
ampliamente distribuidos en la naturaleza y generalmente poseen cadenas
principales formadas por enlaces B-(1,4) de D-manopiranosas. Estas cadenas
tienen ramificaciones de enlaces o-(1,6) de D-galactopiranosa (Srivastava &
Kapoor, 2005). Debido que tienen alta viscosidad e interacciones sinérgicas
con otros polisacaridos, como la xantana y la agarosa, son usados a menudo
como agentes espesantes y estabilizantes en la industria alimentaria (Tamaki,
Teruya & Tako, 2010).

La semilla del D. regia contiene un galactomanano, el cual ha sido estudiado
para la variedad de Japén, de la cual se obtuvo un rendimiento del 28% con
base en el peso de la semilla y del 73% con base en el polisacdrido contenido en
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el endospermo, siendo éste de 90% en la semilla. La masa molecular del

galactomanano del D. regia es de 2.5x10° UMA aproximadamente y una
relacién de manosa y galactosa de 3.9:1, como se puede observar en el
monémero del polisacdrido (Figura 3) (Tamaki et al., 2010). Un estudio
toxicolégico (Krishnaraj, Joghi, Chandrasekar, Muralidharan & Manikandan,
2012), reforzé la evidencia de ausencia de toxicidad de esta goma, ya que
encontraron una dosis letal media (DLs;) mayor a 2g/kg proponiendo ser usada
como agente liberador de farmacos, debido a su caracter hidréfilo y lenta

solubilidad.

a-D-Gal-(1

Y
6

— 4)-B-D-Man-(1— 4)-8-D-Man-(1—4)-8-D-Man-(1—4)-§-D-Man-(1—

Figura 3. Monomero del galactomanano de la semilla de flamboydn
(Tamaki et al., 2010)

La goma extraida de las semillas de los arboles del D. regia en Yucatan se
caracterizé por su composicidon proximal, Pacheco, Rosado, Betancur y Chel
(2010), encontraron que el valor del extracto libre de nitrégeno (E.L.N.) es
mayor al 90%; este valor se considera que estd compuesto por el total de los
polisaciridos presentes en la muestra, en este caso el galactomanano. Un
contenido de fibra de 1.8 % y 2.16% de proteina. Se observé una temperatura
de transicién vitrea a 95.2°C, lo cual manifiesta que se encuentra una
estructura cristalina en la goma y tiene enlaces de tipo débil (electrostaticos,
puentes de hidrégeno, Van der Waals) pero por su gran nimero mantienen
fuertemente unidas las cadenas, lo cual provoca su rigidez y dificil solubilidad

(Pacheco, Rosado, Chel & Betancur, 2008).

Los polisaciaridos de tipo galactomananos pueden ser usados para el

consumo humano, incluyéndolos en productos para impartir cuerpo y textura.
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Estos difieren de unos a otros por su relacién entre manopiranosa y
galactopiranosa. Las diferentes propiedades quimicas de éstos los hacen
versatiles, pudiendo desarrollar: retencién de agua, espesamiento, gelificacién,
emulsificacién, estabilizacién de suspensiones y la formacién de peliculas.
Estas propiedades pueden mejorarse al interactuar con otros mondémeros o
polimeros (Srivastava & Kapoor, 2005) tales como gomas carragenina con
xantana, agar con galactomananos, o bien, con otras de naturaleza proteica

(Rodriguez & Pilosof, 2011).

1.5. Interaccién de Proteinas y Polisacaridos

Las interacciones producidas por la atraccién entre polisaciridos y
proteinas, dependiendo de las condiciones del medio, pueden conducir a la
formacién de complejos solubles o insolubles (Figura 4). La formacién de
complejos insolubles produce un fenémeno de separacién de fases llamado
coacervacién (Figura 4a) conocida también como separacién asociativa de
fases (Rodriguez & Pilosof, 2011). Otro fenémeno que se puede presentar es la
segregacién (Figura 4d) en la cual el polisacdrido y la proteina se separan en

fases diferentes debido a la repulsiéon entre estas moléculas.

Si las proteinas y polisacidridos muestran una atraccién mayor, usualmente
a través de interacciones electrostaticas, ocurre la coacervacién de complejos o
separacién asociativa de fases (Figura 4b). La formacién de complejos entre
proteinas y polisacaridos suele ocurrir a valores de pH por debajo del punto
isoeléctrico (pI) de la proteina y valores bajos de fuerza iénica. Este complejo
se forma en un rango de pH entre el pK de los grupos aniénicos de los
polisacaridos y el pl de las proteinas. Se ha observado que polisacaridos
sulfatados son capaces de formar complejos solubles a valores de pH por
debajo del pl de la proteina y presentar interacciones no electrostaticas, como
son las hidrofébicas, puentes de hidrégeno y enlaces coordinados, lo que

conduce a este acomplejamiento irreversible (Ye, 2008).
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Figura 4. Comportamiento de mezclas proteina con polisacdridos
(Rodriguez & Pilosof, 2011)

Se conoce menos acerca del papel que tienen las interacciones de baja
energia en los complejos de proteina y polisacarido. Sin embargo, se ha
demostrado previamente que los complejos inducidos electrostiaticamente de
proteina de suero/goma xantana pueden ser estabilizados a través de
calentamiento moderado, indicando un posible rol de las interacciones
hidrofébicas (Turgeon, Beaulieu, Schmitt & Sanchez, 2003). En el complejo de
B-lactoglobulinas y pectinas metiladas al aumentar la temperatura se observé
una disminucién en la concentracién del complejo, este comportamiento se
debe a la presencia de puentes de hidrogeno en la estabilidad del mismo
(Girard, Turgeon & Gauthier, 2002). Se ha estudiado el sinergismo entre la
goma de algarrobo (una goma neutra) e hidrolizados de concentrado proteico
de suero a diferentes grados de hidrdlisis de este ultimo, obteniendo que a
bajas concentraciones de goma de algarrobo disminuyé el tiempo de

gelificacién (Rocha, Teixeira, Hilliou, Sampaio & Gongalves, 2009).
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1.6. Sistemas Hidrocoloides en Alimentos

La investigacién de los coloides en alimentos se refiere a la fisicoquimica de
sistemas complejos formados por macromoléculas y particulas dispersas que
estabilizan las emulsiones, dispersiones, geles y espumas alimenticias. El
objetivo es entender las propiedades de los sistemas en términos de la
interaccion entre proteinas, polisacaridos y lipidos, tanto en el seno de la fase

como en las interfaces (Dickinson & Vilchez, 2011).

La mayoria de los hidrocoloides son estabilizantes de emulsiones de agua y
aceite, pero pocos pueden actuar como emulsificantes, requiriendo
generalmente alguna modificacién. Esta funcionalidad requiere actividad en la
superficie de la interfase aceite: agua; por lo tanto, la habilidad para facilitar
la formacién y estabilizaciéon de pequenas gotas durante y después de la
emulsificacién estd dada por la capacidad de disminuir la tensién interfacial
que proporcionaria el polisacarido. Los polisacaridos con capacidad
emulsificante en alimentos son la goma arabiga, almidones modificados,
celulosas modificadas, algunas tipos de pectinas y algunos galactomananos. La
actividad en la superficie de estos hidrocoloides tiene su origen de dos
maneras: i) el cardcter no polar de algunos grupos unidos a la cadena
hidrofilica del polisacédrido, ii) la presencia de proteina unida al polisacarido,
ya sea por enlaces covalentes o fisicamente (Dickinson, 2009). Algunos
estudios (Bouyer, Mekhloufi, Le Potier, de Kerdaniel, Grossiord, Rosilio et al.,
2011; Klein, Aserin, Svitov & Garti, 2010) se han realizado para mezclar las
ventajas de usar proteinas e hidrocoloides, los cuales formen y estabilicen las
emulsiones, como ejemplo la p-lactoglobulina y la goma de arabiga,

ovoalbumina con goma arabiga, entre otros.
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1.7. Alimentos con Péptidos Bioactivos

El uso de péptidos en los alimentos debido a su aporte bioactivo, ha sido
investigado en varias fuentes de proteinas, asi como diversos métodos
enziméticos para su obtencién (Aimutis, 2004; Kitts & Weiler, 2003; Korhonen
& Pihlanto, 2006). Debido al proceso de hidrélisis (al que se ve sometida para
la obtencién de cadenas polipeptidicas), las propiedades funcionales como la
capacidad de formar geles y espesante entre otras se ven reducidas. Para
regular esta disminucién, se estan investigando sistemas mixtos entre
proteinas o péptidos con hidrocoloides, de tal manera que cada uno de estos
aporte ciertas caracteristicas benéficas; entre los estudios que se realizan, se
pueden mencionar sistemas de concentrados proteicos de suero de leche con
goma arabiga e hidrolizados de proteinas de suero de leche con goma de
algarrobo (Rocha et al., 2009; Valim, Cavallieri & Cunha, 2008).

Los péptidos bioactivos se definen como fragmentos especificos de proteina,
los cuales tienen un impacto positivo en la funcién o condicién del cuerpo, y
en ultima instancia, pueden influir en la salud (Kitts & Weiler, 2003). Pueden
tener un tamano de 2 a 20 residuos; sin embargo, se han encontrado péptidos
bioactivos con hasta 27 residuos de aminoacidos. Son derivados de proteinas y
se pueden encontrar como ingredientes en alimentos funcionales (Korhonen,
2002). Las funcionalidades bioactivas se pueden clasificar segiin en el sistema
que actien (Figura 5) y ésta estard dada por la secuencia de aminodcidos
presentes. Una actividad funcional de los péptidos en particular, la
anticariogénica es de gran interés, ya que este padecimiento se encuentra en

un alto nimero de personas.

La caries dental es uno de los mayores problemas de salud, estd presente en
todos los paises del mundo. Los paises industrializados controlaron el
problema administrando agua enriquecida con fluoruro y productos de higiene
dental. En México, segin los resultados del sistema de vigilancia
epidemiolégica de patologias bucales (Mejia, Gonzélez & Lomeli, 2010) en el

total de la poblacién examinada, la prevalencia de caries dental fue de 95.7%.
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En este mismo estudio, se encontré que entre la poblacién de 20 a 24 anos se

tiene una prevalencia de 89.5% y en la poblacién de 45 a 74 afos fue mayor.

Opioide
o Actividad antagonista

| Enlazador de minerales

»| Sistema Gastrointestinal

2 Sistema Inmune

| Supresor de hambre

| Antimicrobiano

| Inmunomodulatorio

| Citomodulatorio

| Antihipertensiva

| Antioxidante

Sistema Cardiovascular

y

—p

e I SE I

| Antitrombética

Hipercolesterolémica

Figura 5. Clasificacion de la funcionalidad bioactiva de los péptidos segin el

sistema humano en el que actien (Korhonen & Pihlanto, 2006)

1.8. Actividad Anticariogénica

La caries es la manifestacién quimica de un proceso patogénico, que puede
haber sido efectuada en una serie de interacciones en la superficie del diente
por meses o anos. La placa es una biopelicula sobre el esmalte dental
compuesto de bacterias viables y no viables, mucopolisaciaridos y otros
residuos celulares y metabolitos. El primer paso en la cariogénesis es el
comienzo del decaimiento de la sustancia protectora del diente (enamel)
debido al efecto de los microorganismos que crecen por el metabolismo de los

constituyentes de la alimentacién (como la sacarosa) que sustituyen a las
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bacterias orales nativas. La primera evidencia clinica de esta interaccion, es la
aparicién de la placa dental en el esmalte del diente. La placa bacteriana
metaboliza los azicares de los alimentos para producir acidos orgénicos que
solubilizan el esmalte dental, el cual estd compuesto por hidroxiapatita que
son cristales de fosfato de calcio. Cuando el esmalte es expuesto a los acidos
organicos, el fosfato de calcio sélido es solubilizado a calcio libre y es
removido de la boca por los movimientos salivales (Aimutis, 2004). Después
de la desmineralizacién inicial, la cual crea pequenas cavidades, tiene lugar el
deterioro del diente ocasionado por la microflora presente en la placa; si la
cavidad es profunda, las bacterias pueden llegar a la pulpa o nervio del diente,

provocando dolor intenso y la posible pérdida de éste (Canseco, 2001).

Se han propuesto métodos para prevenir la caries, los cuales estan basados
en la formacién de una “barrera fisica” por la adsorcién de algin péptido
bioactivo en la superficie del diente y asi brindar proteccién contra la accién
directa de los &cidos. También se ha sugerido que estos péptidos en la
superficie del diente pueden actuar como “una zona de buffer” que neutralice
los acidos, previniendo de esta manera la desmineralizacién. En general, estos
péptidos pueden actuar de diferentes formas para evitar la desmineralizacién y
as{ prevenir la formaciéon de caries (Warner, Kanekanian & Andrews, 2001).
Se tienen reportes de que la actividad anticariogénica del hidrolizado de
P. lunatus tuvo como resultado reducir la desmineralizacién de calcio en la
hidroxiapatita en un 50% en pruebas in wvitro (Cérdova, Ruiz, Segura,
Betancur & Chel, 2012) lo que representa un alto valor comparable con los
obtenidos en suero lacteo proveniente de la elaboracién de queso cottage y
suero lacteo &cido, que fueron de 44% y 48.5%, respectivamente (Warner et

al., 2001).

Este estudio tuvo como objetivo estudiar la funcionalidad tecnoldgica de
los sistemas hidrocoloides mixtos en diversas condiciones fisicoquimicas,
formulados a partir de goma de flamboydn (Deloniz regia) e hidrolizados
proteicos extensivos de P. lunatus y V. unguiculata, asi como su actividad

anticariogénica.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Materia Prima

Se emplearon semillas de flamboyan recolectadas de &arboles de la zona
norte de Mérida, Yucatidn, México, en los meses de enero a marzo del 2012.
Las semillas de P. lunatus y V. unguiculata se compraron en los meses de
febrero y mayo, respectivamente, en la Central de Abastos de la ciudad, estas

semillas son de la cosecha de 2013.

2.2. Obtencién de la Goma de Flamboyan

Se obtuvo el endospermo de la semilla de flamboydn por medio de una
modificacién del método de Pacheco et al. (2010), la cual consistié en la
hidratacién de la semilla por 12 h en agitacién con una relacién 10:1 (volumen
de agua: peso semillas) y calentamiento a 80°C. Se cortaron las semillas
longitudinalmente y se obtuvo el endospermo separando manualmente del
resto de la semilla. El endospermo se lavé con agua destilada y se licudé en
hiimedo para la obtenciéon de la goma. La goma de flamboyan se obtuvo por
medio de una adaptacién al método reportado por Azero y Andrade (2006).
Se preparé una dilucién 1:5 v/v del endospermo licuado con agua destilada.
Dicha dispersiéon se calenté y agité durante 30 minutos a 60°C. Se tamizé y
precipité con etanol al 96% en una relacién de 1:3. La goma obtenida se secd,

molié y almacené.

2.3. Caracterizacién Proximal de la Goma Nativa de
Flamboyan

Después de la obtencién de la goma nativa de flamboyan, se procedié a
realizar el andlisis proximal por los métodos establecidos por la AOAC (1997).
Humedad (Método 925.10) por secado en estufa a 105°C por 4 horas. Cenizas
(Método 923.03), residuo inorgédnico resultante de la incineracién a 550°C

durante 4 horas. Grasa cruda o extracto etéreo (Método 920.39), extraccién 4
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horas con hexano en un sistema Soxhlet. Proteina cruda (Método 954.01), por
el método Kjeldahl, usando 6.25 como factor de conversién de nitrégeno a
proteina. Fibra cruda (Método 962.09), residuo orgdnico combustible e
insoluble que se obtiene después de que la muestra fue sometida a digestiones
4cida y alcalina. Carbohidratos totales. Se estimaron por diferencia al 100%

como el extracto libre de nitrégeno (ELN).

2.4. Obtencién de la Harina y Concentrado Proteico del
Phaseolus Lunatus y Vigna Unguiculata

Cinco Kg de semillas de P. lunatus, se trituraron y molieron en un equipo
de martillos pasando por malla 20 (0.833 mm). Para Vigna wunguiculata se
lavé y se separaron los granos danados. Los granos en buen estado se secaron
al sol y quebraron empleando un molino de mano, se separd la céscara del
grano con aire comprimido. Los granos de P. lunatus ademéas se molieron en
un molino de impacto; la harina resultante en ambos casos, se pasd por

tamices malla 80 (0.173 mm) y 100 (0.147 mm), respectivamente.

La harina se tamiz6 a través de una malla 80. Para obtener el concentrado
se realizé6 empleando el método descrito por Chel, Pérez, Betancur y Déavila
(2002), la harina se dispersé en agua en proporcién 1:6 p/v (harina: agua), se
ajusté el pH a 11 con NaOH 1IN. Se agité durante 1 hora. Posteriormente, la
suspension se filtré6 de manera secuencial a través de mallas 80 y 100 para
eliminar la fibra. El residuo sélido se lavé cinco veces con agua, recuperando y
mezclando el agua de lavado con el sobrenadante de la suspensién inicial.
Después se dejé reposar a temperatura ambiente durante 1 hora para la
precipitacién del almidén. El sobrenadante rico en proteina se recuperd por
decantacién. El pH del sobrenadante con la proteina solubilizada se ajusté con
HCI 1N a 4.5, la solucién resultante se centrifugd a 2500 rpm por 15 minutos,
eliminando el sobrenadante. Se determiné proteina y humedad. Con estos
valores se calculé, pesé y congelé la cantidad necesaria del concentrado
proteico himedo para preparar 1 litro de dispersién al 4% de proteina para su
hidrdlisis.
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2.5. Obtencién de Hidrolizados Proteicos

Los hidrolizados proteicos se obtuvieron con un tiempo total de reaccién
de 10 minutos (Ruiz, 2011) para P. lunatus y 90 minutos para
V. unguiculata (Chel, Dominguez, Martinez, Dédvila & Betancur, 2012). Se
prepararon suspensiones al 4% p/v en relacién al contenido de proteina
presente en cada concentrado y la relacién enzima-sustrato fue 1:10% (v/v).
Se emplearon las proteasas Pepsina™® y Pancreatina™® (P-P), ajustando:

IR

temperatura a 37°C, pH 2 para la Pepsina®

IR

y pH 7.5 para la Pancreatina"
Las concentraciones enzimaticas empleadas para hidrolizar los concentrados
de P. lunatus y V. unguiculata fueron al 4% (p/v). La hidrélisis con este
sistema se realiz6 a la mitad del tiempo con la primera enzima.
Posteriormente se ajusté el pH, se agregd la segunda proteasa y se completd
el tiempo seleccionado. Las proteasas se inactivaron por calentamiento en un
bano a 80°C por 20 minutos. Posteriormente, los hidrolizados fueron
centrifugados a 2500 rpm durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se

liofilizé a —47°C y 13x10™ mbar.

2.6. Determinacién del Grado de Hidrdlisis

El grado de hidrélisis (GH) se determiné empleando la técnica de
Orto-fenilftaldialdehido (OPA) reportada por Nielsen, Petersen y Dambmann
(2001), que estd basada en la determinacién de grupos aminos libres. Se
preparé una solucién madre de L-serina en agua (1 mg/ml); con 10 mg de
L-Serina en 10 ml de agua. De dicha solucién se preparar una solucién
estdndar de serina de 0.1 mg/ml. Se realiz6 una curva de -calibracién,
empleando como estdndares diferentes volimenes (0, 50, 100, 150 y 200 nl)
obtenidos de la solucién de L-serina y 1.5 ml del reactivo OPA. Los estdndares
con reactivo de color se agitaron durante 5 segundos y se midié su
absorbancia a 340 nm luego de 2 minutos de reaccién. Las muestras se
diluyeron hasta una concentracién final de 1 mg/ml (se hizo el ajuste en
relacién a la proteina de la fraccién soluble e insoluble) y para su lectura, se

tomaron 200 pl de cada hidrolizado diluido, se le adicionaron 1.5 ml de
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reactivo OPA, se agité por 5 segundos y después de 2 minutos se midié su
absorbancia a 340 nm. Con la curva de calibracién de L-serina se evalud el

GH del hidrolizado de P. lunatus obtenido.

Los aminos totales en el concentrado se determinaron mediante una
hidrélisis acida total del mismo, donde se utilizé6 HCl 6N a 100°C durante
24 horas en estufa. La relaciéon de adcido empleado fue de 6 ml por cada 4 mg
de proteina presentes en el concentrado. Luego de la hidrélisis total, el acido
residual fue evaporado empleando una estufa de vacio a 90°C y 600 mbar de
presion durante 24 horas. El residuo obtenido se resuspendié en una solucién
de SDS al 1% generando una coloracién amarilla. Esta solucién (200 nl) fue
empleada para determinar el total de aminos libres al ser leida en el
espectrofotémetro a 340 nm, luego de afiadirle 1.5 ml de OPA, se agité y se
esperé 2 minutos de reaccién. Finalmente, se estimé el % GH mediante la

siguiente férmula:

Aminos libres en hidrolizado enzimatico

GH = x 100

Aminos libres en hidrolizado acido

2.7. Preparacién de los Sistemas Hidrocoloides

Los sistemas hidrocoloides se estudiaron mediante un disefio factorial 2° con
4 réplicas de los puntos centrales, teniendo como variables el pH (3 a 7), la
temperatura (30 y 60°C) y la concentracién de goma (%p/v) de 0.5 y 1.5.
(Ver Tabla 1).

Se agregd una solucién de azida de sodio al 0.02%. A la goma de acuerdo
con la concentraciéon respectiva del sistema, se agité durante 2 horas a 60°C
con un iman en una placa de agitacién; disuelta la goma se dejé alcanzar la
temperatura ambiente y se le adicioné el hidrolizado para tener una
concentracién de 2.5%. Para el disefio experimental, se mantuvo constante la

concentracién de hidrolizado en los tratamientos (2.5% (p/v)).
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Con este modelo de regresién se analizaron los resultados para determinar
los tratamientos (Tabla 1) que tuvieron una mayor viscosidad y mayor
estabilidad de la emulsién para cada SHM, siendo las variables de respuesta

que se utilizaron posteriormente en la prueba bioactiva.

Tabla 1. Condiciones experimentales para la preparacion de los sistemas hidrocoloides con base

. ~ . 3
en el diseno experimental 2° con puntos centrales

Tratamiento pH Temperatura Concentracién
(°C) de goma (%p/v)

1 3 30 0.5

2 7 30 0.5

3 3 60 0.5

4 7 60 0.5

5 3 30 1.5

6 7 30 1.5

7 3 60 1.5

8 7 60 1.5

Punto central (4) 5 45 1

2.8. Determinacién del Comportamiento al Flujo

Se realizaron las curvas de flujo con un reémetro rotacional AR-2000 para
los sistemas hidrocoloides mixtos del disenio (Tabla 1), posteriormente se
usaron las concentraciones del sistema que presenté una mayor viscosidad y se
realizaron las curvas a las dispersiones de los hidrolizados y de la goma de
flamboyén individualmente. La curva de flujo se realiz6 de 0.1 a 1000 s™; a 30,
45 y 60°C y con una geometria de placa y cono de 4 cm de didmetro, 2° de

angulo y un volumen de muestra aproximado a 0.59 ml.
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Se ajustd la curva de flujo al modelo reolégico que menor error estandar
presentd, el cual se calculé utilizando el software TA data analysis. Por otro
lado, se calculd el valor de la viscosidad por el redbmetro a una velocidad de
deformacién de 55 s, la cual es el equivalente usado para determinar la

percepcién de la viscosidad por los seres humanos (Rao, 2007).

2.9. Estabilidad de la Emulsién

Se evalué la estabilidad de las emulsiones formadas con los SHM con una
adaptaciéon del método reportado por Liu, Elmer, Low y Nickerson (2010).
Se prepararon 20 ml de una emulsién al 40% v/v de aceite de maiz (marca
Patrona®) en los SHM, en un homogeneizador de vidrio; agitando durante
3 minutos a 2100 rpm con un pistilo de teflén utilizando un agitador
mecanico. Se vertieron 9ml de emulsién probetas de 10 ml. se mantuvieron
durante 3 dias a temperatura constante (30, 45 y 60°C) y se midié la
separacién de fase cada 24 horas. La estabilidad de la emulsién se determiné

con la siguiente ecuacién:

v, —V.
%E.E.=—+—2

* 100
il

Donde V,; es el volumen inicial de la emulsién (tiempo 0) y V, es el volumen
de la fase desestabilizada el tercer dia. De los sistemas que presentaron una
mayor estabilidad, se realiz6 la misma prueba a los hidrolizados y la goma por

separado a las condiciones del mejor tratamiento.

2.10. Analisis de Aminoacidos del Hidrolizado Proteico

La determinacién de aminoacidos se llevé a cabo por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) (Alaiz, Navarro, Girén & Vioque, 1992). Las
muestras (3.5 mg) se hidrolizaron con 4 ml de HC1 6 N a 110°C durante 24
horas. Tras la hidrélisis, las muestras se evaporaron en un rotavapor y se

redisolvieron en regulador de borato sédico 1 M, pH 9.0, llevindolas a un
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volumen final de 25 ml. La derivatizacién de los aminoacidos se efectud a
50°C, durante 50 minutos, con un exceso de etoximetilenmalonato de dietilo.
La separacién de los aminoacidos se llevé a cabo con una columna Nova Pack
C18 4 pm de fase reversa (Waters) de 300 x 3.9 mm a 18°C, usidndose un
sistema de gradiente binario con acetato sédico 25 mM, azida de sodio 0.02%
pH 6.0 (A) y acetonitrilo (B) como disolventes. El flujo fue de 0.9 ml/min y el
gradiente de elucién usado: tiempo 0-3 minutos, gradiente lineal desde A:B
(91:9) hasta A:B (86:14); tiempo 3-13 minutos, elucién con A:B (86:14);
tiempo 13-30 minutos, gradiente lineal desde A:B (86:14) hasta A:B (69:31);
tiempo 30-35 minutos elucién con A:B (69:31). Como patrén interno se utilizé
acido D,L-oa-aminobutirico, calculdndose el contenido de cada aminoacido a
partir de rectas de calibrado construidas para cada uno de ellos. Los

resultados se expresaron en g/kg de proteina.

El triptéfano se determiné mediante HPLC con una columna Nova Pack
C18 4 pm de fase reversa (Waters) de 300 x 3.9 mm a una temperatura
controlada de 18°C leyendo a 280 nm, las muestras se trataron con una
hidrélisis basica (Yust, Pedroche, Girén, Vioque, Millan & Alaiz, 2004) en la
cual 6 mg de muestras se disolvié en 3 ml de NaOH 4 N, se sellaron en tubos
para hidrélisis con atmésfera de nitréogeno y se incubaron a 100°C por 4 horas.
Los hidrolizados fueron enfriados en hielo, neutralizados a pH 7 usando HCI
12 N y se diluy6 a 25 ml con buffer de borato de sodio 1 M (pH 9). Alicuotas
de estas soluciones fueron filtradas a través de filtros Millex (Millipor)
0.45 pm antes de la inyeccién. Soluciones estandar de triptéfano fueron
preparadas diluyendo una solucién madre triptéfano (0.51 mg/ml hidréxido de
sodio 4 N). Estas fueron diluidas a 3 ml con hidréxido de sodio 4 N y se
incubaron igual que las muestras. Se inyectaron 20 pl de muestra a la
columna. Se usé una elucién isocriatica que consistié en una solucién de
acetato de sodio 25 mM con 0.02% de azida de sodio a pH 6/acetonitrilo

(91:9) con un flujo de 0.9 ml por minuto.
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2.11. Determinacién de Actividad Biolégica In Vitro
Se seleccionaron los SHM que presentaron una mayor respuesta con base en
el analisis de las regresiones realizadas en las pruebas funcionales, esto para la

prueba bioactiva in wvitro.

2.12. Capacidad Anticariogénica

La determinacién de la actividad anticariogénica se realizé siguiendo la
metodologia descrita por Warner et al., (2001), es una determinacién in
vitro basada en el uso de la hidroxiapatita (HA). Consistié6 en hacer una
suspensiéon de HA (2 mg/ml) en un buffer 0.1 M de Tris-HCI (pH 7), como
reemplazo del esmalte dental. También se usé un buffer de acetato de sodio
0.4 M (pH = 4.2), utilizado para representar los &4cidos orgédnicos que se
encuentran en la boca. Para el estudio del efecto protector, se prepararon los
SHM (tratamiento 6, 1.5%), la dispersién de la goma de flamboyin y las
dispersiones de los hidrolizados (a las condiciones del tratamiento 6m pH 7,
temperatura 30°C). Se afiadieron 4 ml de la muestra a 10 ml de la solucién
de HA y se mezclaron durante 20 minutos. Posteriormente, se le agregd 10
ml de la solucién de acetato de sodio 0.4M y se mezclé durante 10 minutos.
La mezcla resultante se centrifugé a 4500 rpm por 5 minutos. Al
sobrenadante se le determiné los niveles de calcio y fésforo disueltos en la
HA por accién del buffer de acetato de sodio, usando para el primero la
metodologia descrita en las normas NMX-AA-029-SCFI-2001 y NMXY-100-
SCFI-2004; mientras que para el calcio se determiné con titulacién usando

EDTA y azul de hidroxinaftol (Itoh & Ueno, 1970).

2.13. Analisis Estadistico
Los resultados de las mediciones de las variables de respuesta para las
pruebas tecnofuncionales se analizaron mediante un anélisis de varianza

(ANOVA) para modelos 2" y la regresién segin los métodos de Montgomery
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(2009), para conocer la significancia de los factores y sus interacciones de

acuerdo al siguiente modelo:

S’ = Bo + lel + B2X2 + BsX.’; + B12X1X2 + [313X1X3 + B23X2X3 + [3123X1X2X3

Posteriormente, las comparaciones de medias se realizaron por el método

de Tukey con un nivel de significancia de 5%.

3. Resultados y Discusiones

3.1. Obtencién de la Goma de Flamboyan

Se obtuvieron 3.5 kg de semillas de flamboyan, de arboles en la zona
norte de la ciudad de Mérida, Yucatan, México. Se extrajeron 337 g de
goma de flamboyan a partir de 750 g de semilla, alcanzando un
rendimiento promedio de 9.64% en peso de goma seca con respecto a la
semilla. Este resultado es similar al 10% reportado por Corzo, Betancur y
Chel (2012). La goma presenté un 8.85% de humedad y (Tabla 2) el valor
de E.L.N. (extracto libre de nitrégeno) que se obtuvo fue de 97.82%, mayor
que el reportado por Pacheco et al. (2010) y Medina (2012), los cuales
fueron 95.31% y 93.93%, respectivamente; esto probablemente porque la
extracciéon del endospermo fue manual, por lo que presenté una menor
cantidad de impurezas. Sandoval (2013) utilizé una wvarilla metélica,
presionando la semilla para la extraccién del germen, liberando al
endospermo de la céascara, probablemente la presién ejercida propicié la
contaminacién de aceites del germen hacia el endospermo; sin embargo, al
no moler la semilla integral, obtuvo una menor cantidad de proteina en la
goma. Esta goma presenté un mayor contenido de E.L.N. (97.72%) que el
reportado para la goma Guar (Sabahelkheir, 2012), la cual tuvo un valor de
85.3%. Esta goma se comercializa con valores maximos de 6% de proteina y
un minimo de goma del 78% (MG Ingredient, 2011), el valor del E.L.N. es

en su mayoria carbohidratos, por lo cual debido al proceso de extraccién se
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puede correlacionar este valor con la cantidad de goma galactomanana

extraida de la semilla.

Tabla 2. Andlisis proximal de la goma de Flamboydn

Componente (Sandoval, (Pacheco (Medina,
(%) 2013) et al., 2010) 2012)
Ceniza 0.70 & 0.065 0.30 0.19 1.0
Fibra 0.28 £ 0.05 0.53 1.8 1.69
Proteina 1.25 £ 0.043 1.05 2.16 2.53
Grasa 0.05 & 0.003 0.28 0.54 0.29
E.L.N. 97.72 97.84 95.31 93.93

3.2. Obtencién de la Harina y Concentrado de Phaseolus
Lunatus y Vigna Unguiculata

Se molieron 5 kg de semillas de P. lunatus y tamizados para obtener la
harina. A esta se le realizé el andlisis proximal, obteniéndose un 12.64% de
humedad y un 23.65% de proteina en la harina (Tabla 3). Betancur, Martinez,
Corona, Castellanos, Jaramillo y Chel (2009) realizaron el anilisis proximal de
la harina de P. lunatus, obteniendo valores similares de proteina y E.L.N.

siendo 23.7% y 63.4%, respectivamente.

Por otra parte, se obtuvo la harina a partir de 5 kg de granos de
V. unguiculata molidos y tamizados, a la cual se le realiz6 el andlisis
proximal, presentando un valor de humedad del 8.46%, y proteina del 25.04%,
como se puede observar en la Tabla 3. Odedeji y Oyeleke (2011) realizaron el
analisis proximal de semillas de V. unguiculata y obtuvieron valores similares,

proteina de 23.12% y 62.86%de E.L.N.

El concentrado proteico (C.P.) himedo extraido de las harinas del

P. lunatus y de V. wunguiculata presentaron una humedad del 88.09% y
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84.30% Con
P. lunatus tuvo un 74.06% y la V. wunguiculata 68.29% en base seca.

respectivamente. respecto a la cantidad de proteina el
Comparando los valores del porcentaje de proteina entre la harina y el
concentrado proteico de las leguminosas; se puede observar que el proceso de
precipitacién isoeléctrica es efectivo para este tipo leguminosas, ya que logra
una buena separaciéon entre el almidén y la proteina presentes originalmente

en la semilla, por lo cual estas son materias primas adecuadas para la

obtencién de aislados proteicos.

Tabla 3. Composicion proximal de las harinas y concentrados de P. lunatus y V. unguiculata

(b.s.*)
Componentes | Harina de Harina de C.P. de C.P. de
% P. lunatus | V. unguiculata | P. lunatus | V. unguiculata
Proteina 23.65 = 0.11 25.04 £ 0.62 74.06 = 0.30 68.29 £ 0.73
Fibra 4.68 £ 0.27 1.77 £ .1 0.11 £ 0.00 0.08 + 0.00
Grasa 1.19 + 0.11 1.16 + .07 3.84 £+ 0.21 2.97 £ 0.18
Cenizas 4.30 £+ 0.08 4.16 £ .04 2.99 £ 0.01 5.72 £ 0.18
E.L.N. 66.18 67.87 13.03 19.29

*(b.s.) Base seca.

3.3. Obtencién de los Hidrolizados Proteicos y Perfil de
Aminoacidos de Phaseolus Lunatus y Vigna Unguiculata

Los concentrados hiimedos proteicos fueron hidrolizados secuencialmente
con pepsina-pancreatina, obteniendo un grado de hidrélisis (GH) para el
P. lunatus de 19.1 + 1.7% con un tiempo de reaccién de 10 minutos y
32.87 + 0.66% con 90 minutos de reacciéon para V. unguiculata. Estos valores
16.54% y 35.7% de P. y V.
respectivamente, reportados por Cérdova (2011) y Segura, Chel y Betancur
(2010). hidrélisis de la

son similares al lunatus unguiculata,

Comparando la diferencia entre los grados de
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V. unguiculata y P. lunatus se observa (Figura 6) como el tiempo de reaccién
es un parametro clave para la hidrélisis. Comparando los valores obtenidos
con otros sistemas enziméticos (Figura 6), se ve que el grado de hidrélisis de
los hidrolizados con pepsina 10 minutos, flavorzima 10 minutos y pepsina

pancreatina (todos de P. lunatus) tienen valores muy similares.

40
35,74

n 35 32,87 T
o :
5 3 26,15
B85
: %
520 16,57 %
p 14,57 /
s 15
: : 7
(G) 10 : %
°\o +*

5 b4 %

0 :
@ Pepsina-Pancreatina 10 min P.I. B Pepsina-Pancreatina 90 min V.u.
B Pepsina 10 min P.I. @ Flavorzima 10 min P.I.
B Pepsina-Pancreatina 10 min P.I. Pepsina-Pancreatina 90 min P.v.

B Pepsina-Pancreatina 90 min V.u.

Figura 6. Grado de hidrédlisis de leguminosas con diferentes enzimas y sustratos

Esto se podria deber a que la pepsina y la pancreatina son endopeptidasas
y la flavorzima tiene comportamiento tanto exo como endo peptidasa por lo
que los sitios de corte son diferentes (Aehle, 2007). Los hidrolizados obtenidos
con un grado de hidrélisis del 19.1% y 32.87% para el P. lunatus y
V. unguiculata, se pueden considerar hidrolizados extensivos, debido a que
presentaron un grado de hidrdlisis mayor a 10% (Benitez, Ibarz & Pagan,
2008); Korhonen y Pihlanto (2006) sugieren que los péptidos generados en
sistemas extensivos pueden presentar bioactividades, tienen una estructura de
entre 3 a 20 aminoacidos, los cuales pueden ser absorbidos por el organismo y
segin su secuencia aportar un beneficio a la salud. Por otra parte, con
respecto a la funcionalidad, la hidrélisis extensiva de las proteinas disminuye

la viscosidad de sus suspensiones; ademas de que al fragmentarse la proteina
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en polipéptidos y péptidos, quedan expuestos los grupos hidréfobos y polares,
por lo cual la capacidad emulsificante incrementa; sin embargo, al tratarse de
moléculas pequenas, la estabilidad de la emulsién se ve reducida, por la

disminucién de la viscosidad (Betancur et al., 2009).

La composicién proximal de los hidrolizados proteicos de P. lunatus y
V. unguiculata presenta valores altos de proteina 56.2 =+ 0.44 vy
61.59 £+ 0.28, respectivamente, lo cual las hace idéneas para la hidrélisis
proteica. Por otra parte, debido a que el hidrolizado utilizado es la parte
soluble, la ceniza aumenté (13.05 + 0.07 para P. lunatus y 13.6 £ 0.87
V. Unguiculata) en comparacién con el concentrado, lo cual se debié a las
sales disueltas en el proceso de extraccién e hidroélisis; por lo tanto, al ser
liofilizado se concentraron. Los hidrolizados proteicos liofilizados de
P. lunatus y V. unguiculata, tuvieron una humedad de 5.02% y 5.03%,

respectivamente.

El perfil de aminoacidos realizado a los hidrolizados de P. lunatus y
V. unguiculata se muestra en la Tabla 4. Agrupando los aminoécidos segin su
polaridad, se obtuvo que el 34.71% y 35.5% de los aminoacidos son no polares
para P. lunatus y V. wunguiculata, respectivamente, y un 65.29% en
P. lunatus y 64.49% para la V. unguiculata de aminodcidos polares. Esta
distribucién de aminoacidos polares y no polares en las leguminosas de estudio
es similar a la reportada para el concentrado proteico de la soya, el cual
presenté un 35.05% de aminodcidos no polares y un 64.95% de polares (Gan,
Cheng, Azahari, y Easa, 2009), esta similitud es debida a que tanto la soya
como el P. lunatus y V. wunguiculata pertenecen a la familia de las
leguminosas. Es importante conocer esta distribucién, ya que muchas de las
propiedades de las proteinas (solubilidad, capacidad emulsificante, punto
isoeléctrico, entre otras) se deben a esta relacién, asi como a su conformacién.
Por otra parte, en la Tabla 4 se puede observar que los hidrolizados de
P. lunatus y V. unguiculata tienen su mayor diferencia en el porcentaje del
acido glutdmico, por lo cual se puede esperar un comportamiento diferente

entre ellas.
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Tabla 4. Perfil de aminodcidos en hidrolizados de P. lunatus y V. unguiculata

Aminoacidos| FAO |Hidrolizado| Hidrolizado | Aminoacidos|Hidrolizado| Hidrolizado
Esenciales (1991) | P. lunatus | V. unguiculata|No esenciales| P. lunatus |V. unguiculata
(e/Kg)| (s/Ke) (2/Keg) (2/Ke) (2/Keg)
Lis 58 69.8" + 2.8 67.9" £ 0.1 Asp 121.8" + 0.1 120.5" &+ 0.2
Tri 11 13.0° £ 0.4 13.2° £ 0.5 Glu 146.7* &+ 0.6 177.7° £+ 0.4
Fen+Tir 63 92.4" + 2.4 96.1" £+ 0.4 Ser 61.1" + 0.3 45.8" £ 1.3
Met+-cis 25 15.7" £ 3.7 14.4° £ 1.4 His 26.3" + 0.4 31.2" £ 0.2
Tre 34 41.5* £ 0.1 37.0" £ 0.1 Gli 51.3" & 0.7 40.7° £ 0.4
Leu 66 93.4" £+ 2.0 87.9" £ 0.1 Arg 96.4" + 0.1 88.8" £ 0.3
Ile 28 54.0° + 1.0 47.5" + 0.4 Ala 29.4* + 0.9 36.7" + 0.1
Val 35 58.9" + 0.9 57.6" = 0.5 Tri 1.30" = 0.4 1.32" £ 0.5

*"Letras diferentes en una misma fila representan una diferencia significativa a un nivel de P < 0.05.

Ademas de la importancia de la funcionalidad de las proteinas y sus
hidrolizados, es importante conocer el wvalor nutritivo de estos. Los
hidrolizados de P. lunatus y V. wunguiculata satisfacen la ingesta diaria
recomendada por la FAO (Organizacién para la Alimentacién y la
Agricultura) de los aminoécidos esenciales (Tabla 4), excepto en los azufrados
Metionina y Cisteina, ya que se tienen valores menores a 25 g/kg en conjunto.
La deficiencia de estos aminoacidos se presenta desde la proteina del
P. lunatus y V. unguiculata (Betancur et al., 2004; Chel et al., 2011), por lo
cual no se puede atribuir su deficiencia al proceso de hidrdlisis al que fueron
sometidas. Para compensar esta deficiencia, normalmente se mezclan con
alguna otra fuente de proteinas, por ejemplo cereales como el maiz, ya que
aunque es deficiente en lisina (33.25 g/kg) y triptéfano (4.3 g/kg) es alto en
metionina (20.6 g/kg) y cisteina (68.8 g/kg) (Bressani & Mertz, 1958; Ping,
Yu, Xiao, Zheng, Qing & Yi, 2011).
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3.4. Comportamiento al Flujo

Los valores de viscosidad obtenidos en ambos SHM de las leguminosas
oscilaron en el rango de 0.045 a 1.76 Pa*s, los cuales estuvieron en el
intervalo de las gomas comerciales empleadas en la industria alimenticia;
por ejemplo, una dispersién de goma guar al 1% presenté una viscosidad
aproximada de 0.5 Pa*s a una velocidad de deformacién de 55 s y una
temperatura de 20°C (Torres, Gadala & Wilson, 2013); esto pudo deberse a
la similitud estructural entre la goma guar y la de flamboyin, ya que
ambas son galactomananos, por lo cual los SHM podrian ser empleados

como agentes espesantes.

Con los datos de viscosidad obtenidos a 55 s (Tabla 5), se realiz6 el anlisis
de regresion y del ANOVA a los SHM del P. lunatus y V. unguiculata que
muestran que las variables que tienen un efecto significativo (P < 0.05) son el
porcentaje de goma de flamboyan, la temperatura y la interaccién entre estos

dos, siendo los modelos ajustados:

Para el P. lunatus

V = 0.614368 4 0.600827 x G — 0.181166 x T — 0.156492 x G x T

Para la V. unguiculata

V = 0.636529 + 0.618287 x G — 0.114506 x T — 0.097577 x G x T

Donde V es viscosidad (Pa*s), G concentracién de goma (%p/v) y T

temperatura (°C).

Haciendo un analisis de estas ecuaciones, se concluyé que para aumentar la
viscosidad del sistema, se requiere una alta concentracién de la goma de
Flamboyian y una temperatura baja, por otra parte se observé que el pH no

tiene influencia significativa. Por lo cual para las pruebas bioactivas se usaron
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los SHM a 1.5% de goma de flamboyéan, temperatura de 30°C y pH 7, este pH
debido a que el pH natural de los SHM es de aproximadamente 6.8. Debido a
que el pH no es un factor significativo en la viscosidad, se agruparon los
resultados de los sistemas sin incluir al pH, de estos se calculé la viscosidad

promedio obteniendo la Tabla 6.

Tabla 5. Valores de viscosidad determinados a una velocidad de deformacién de 555 en las
curva de flujo de los SHM de P. lunatus y V. unguiculata

% Goma pH T(°C) Viscosidad Viscosidad
P. lunatus (Pa*s) | V. unguiculata (Pa*s)
0.5 3 30 0.090 0.082
0.5 7 30 0.112 0.083
0.5 3 60 0.050 0.045
0.5 7 60 0.053 0.051
1.5 3 30 1.446 1.436
1.5 7 30 1.769 1.566
1.5 3 60 0.878 0.886
1.5 7 60 0.951 1.053
1 5 45 0.456 0.430
1 5 45 0.426 0.482
1 5 45 0.443 0.473
1 5 45 0.426 0.470
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Tabla 6. Valores de viscosidad medida en curvas de flujo a una velocidad de deformacion de

55 s para los sistemas hidrocoloides miztos excluyendo el factor pH

% Goma Temp (°C) Viscosidad Viscosidad
(p/v) V. unguiculata (Pa*s) P. Iunatus (Pa¥*s)
1.5 30 1.439 1.608
0.5 30 0.085 0.101
1 45 0.447 0.438
1.5 60 0.985 0.915
0.5 60 0.049 0.052

Se observé que los sistemas hidrocoloides mixtos no fueron diferentes en
sus valores de viscosidad (P > 0.05), por lo cual se puede decir que el
hidrolizado empleado en la preparacién de estos dos sistemas no afecta la
capacidad espesante de ellos. Se realizaron las curvas de flujo a la dispersién
de goma de flamboydn al 1.5%, a los hidrolizados de P. lunatus y
V. unguiculata a un 2.5%, todos a 30°C de temperatura y pH de 7, para
comparar con los SHM. Los valores obtenidos anteriormente y los del
tratamiento 6 se presentan en la Tabla 7, se observé que las dispersiones de
P. lunatus y V. unguiculata se ajustaron a un modelo de la ley de la
potencia, con indices de flujo cercanos a la unidad, por lo que se acercaron al

modelo Newtoniano.

Estas mismas dispersiones presentaron viscosidades bajas comparadas con
las de la goma de flamboyan y los SHM de P. lunatus y V. unguiculata, estos
tres ultimos sistemas se ajustaron a un modelo de Cross teniendo valores de
viscosidad en el rango de 1.6 Pa*s, por lo que los valores de las dispersiones
de hidrolizados fueron despreciables en comparacién los de la goma. Los SHM
asi como la dispersién de goma de flamboyan tuvieron un comportamiento

reoldégico y valores de viscosidad similar, por lo que la viscosidad esté
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determinada por la incorporacién de la goma (Figura 7) y puede decirse que
no se encontré sinergia entre ellos. Webb, Naeem y Schmidt (2002)
determinaron la viscosidad aparente a 44s” en dispersiones de caseinato de
sodio y concentrado proteico de soya obteniendo valores de 0.00212 y 0.00211
Pa*s, estos valores tan bajos de viscosidad son debidos a que las proteinas no
aumentan la viscosidad del medio, ya que su estructura tiene grupos
hidrofébicos e hidrofilicos (ver Tabla 4), esta composicién provoca que los
aminoacidos hidréfobos se acomoden en el centro de la estructura y los grupos
hidrofilicos en la parte externa (disminuyendo su radio posible de
hidratacién); aunado a esto, los péptidos generados por la hidrélisis tienen un
tamano menor que la proteina nativa, lo cual reduce la friccién entre

moléculas disminuyendo asi la viscosidad.

Tabla 7. Valores de wviscosidad, modelo reoldgico y pardmetros de los modelos para los SHM e
individuales a 1.5% de goma, 2.5% de Hidrolizado y pH 7

Hidrolizado | Hidrolizado de | Goma de SHM SHM
de P. lunatus | V. unguiculata |\Flamboyan| P. lunatus | V. unguiculata
Modelo Ley de la potencia Cross
reolégico
n (55 s™) 0.009 0.006 1.615 1.439 1.608
n 0.984 0.970 0.646 0.668 0.691
K 0.013 0.014 0.392 0.487 0.256
Mo = = 12.206 14.154 11.169
Mo - - 1x107 4 x107 8 x 10

De estos resultados, se puede explicar por qué los componentes peptidicos
del SHM no afectaron significativamente el comportamiento reolégico (Tabla
7), dado que en los dos sistemas evaluados se usé la misma cantidad de goma

de flamboyan; ésta, a diferencia de los péptidos, posee una estructura
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hidrofilica; por lo cual, puede formar puentes de hidrégeno con el agua del
medio. Como se observa en la Figura 7 la viscosidad aumenta, debido a que la
estructura del galactomanano es una cadena prolongada, que al hidratarse se
extiende permitiendo rozamientos entre diversas cadenas. El comportamiento
de los SHM y de la dispersion de goma de flamboyan se asemejé al
comportamiento de la goma guar, el cual se ajusté a un modelo de Cross
como en trabajos realizados por otros investigadores (Koliandris, Morris,
Hewson, Hort, Taylor & Wolf, 2010; Mannarswamy, Munson & Andersen,
2010), similitud que puede explicarse porque ambas gomas son
galactomananas, y sus estructuras al ser sometida a velocidades de
deformacién altas, tienden a ordenarse disminuyendo los choques entre
cadenas, esto se ve reflejado en una disminucién de la viscosidad (Figura 7)
para los SHM, igualmente se observa que al inicio (cuando la velocidades de
deformacién es baja) la viscosidad es mayor, esto debido a que existen

colisiones y fricciones entre las moléculas.

Con estos resultados, queda claro que la goma de flamboyan fue el
componente que aumenté la viscosidad del sistema, debido a que no hay
interaccién quimica entre esta y los péptidos, ya que se esperaria que su
interaccién aumente la viscosidad. Esto pudo deberse a que se presenté una

cosolubilidad entre los compuestos del sistema (Figura 4).
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Figura 7. Reogramas de los SHM con 1.5% de goma y 2.5% de hidrolizado, hidrolizado
de P. lunatus al 2.5% p/v, hidrolizado de V. unguiculata al 2.5% p/v y goma de
flamboydn al 1.5% p/v; todos a 30°C y pH de 7

3.5. Estabilidad de la Emulsién

Los resultados de la estabilidad de la emulsién para los SHM se muestran
en la Tabla 8, donde se observa que la estabilidad de la emulsién en ambos
SHM de P. lunatus y V. unguiculata tuvieron un valor de 100% en el
tratamiento 6 (goma de flamboyan 1.5% p/v, 30°C y pH 7) sin que el valor
del pH influya, mientras que a estas mismas condiciones pero a una
temperatura de 60°C el SHM de V. unguiculata presenté una diferencia en la

estabilidad con respecto al pH.

El anélisis estadistico para identificar los factores que tienen efectos
significativos, dio como resultado que para el SHM de P. lunatus, el
porcentaje de goma, la temperatura y la interaccién entre la goma y
temperatura fueron significativos, no siendo significativo el pH; por lo cual, se

ajusté una ecuacién de regresién con estos factores, la cual es:
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%EE = 9241 4+ 849 x G—-7.62x T 4+ 7.65x Gx T

De la misma forma, se determinaron los factores significativos para el SHM de
V. wunguiculata, los cuales fueron la temperatura, concentracién de goma y

pH, de tal forma que la ecuacién de regresién para este sistema fue:

%EE = 85.71 + 10.74 x G + 4.7 x pH — 6.68 x T

Donde %EE es el porcentaje de la estabilidad de la emulsiéon, G concentracién

de goma (%p/v) y T temperatura (°C).

El anélisis de los factores demuestra que el pH en el SHM de
V. unguiculata es significativo y que a pH bajos la estabilidad disminuye.
Este comportamiento fue observado por Chel et al. (2011) en estudios de
estabilidad de emulsiones y espumas formadas con concentrado proteico de
V. unguiculata, obteniendo los valores mas altos de estabilidad en wun
intervalo de pH entre 7 y 9, mientras que la méas baja fue a un pH de 3 y 4.
Este comportamiento pudo deberse al balance de aminoacidos hidrofébicos e
hidrofilicos ya que la composicién aminoacidica del hidrolizado de V.
unguiculata presenté una mayor cantidad de acido glutdmico comparado con
el valor que present6 el hidrolizado de P. lunatus, esto se puede observar en la
Tabla 8. Esta diferencia pudo influir, ya que este aminoadcido presenta carga,
la cual modifica el valor del pH para el punto isoeléctrico de los péptidos. El
menor %NEE se tuvo a la menor concentracién y mayor temperatura como se

observa en la Tabla 8.

El efecto de la concentracién de goma es debida a la viscosidad que esta
genera en el medio; como se observa, a mayor concentracién mayor estabilidad
(100%) y viceversa (58.45%), esto debido a que la viscosidad es una barrera
fisica para el movimiento de las goticulas de aceite en el medio, retrasando la
separacién de fases; la temperatura tiene dos efectos desestabilizantes, el

primero es el aumento de la energia cinética de las particulas; lo cual, genera
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un mayor movimiento y colisiones entre ellas, otro efecto es la disminucién de

la viscosidad del medio por efecto de la temperatura. Por otra parte, en los

estudios realizados por Chel et al. (2002) observaron que la estabilidad de las

emulsiones formadas con concentrado proteico de P.

lunatus tuvieron un

mismo valor de estabilidad a valores de pH en 3 y 7; sin embargo, entre estos

dos valores existié una desestabilizacién hasta valores de 20% de EE, al pasar

por el punto isoeléctrico del concentrado proteico.

Tabla 8. Valores de % estabilidad de la emulsion (BEE) calculada para los SHM de P. lunatus y

V. unguiculata a las condiciones del disenio experimental

% EE
% Goma prH T SHM SHM
P. lunatus V. unguiculata
1.5 3 30 100.00% 100.00%
1.5 7 30 100.00% 100.00%
0.5 3 30 97.79% 78.44%
0.5 7 30 98.91% 84.59%
1 5 45 98.89% 100.00%
1 5 45 98.89% 100.00%
1 5 45 98.89% 100.00%
1 5 45 99.44% 100.00%
1.5 3 60 100.00% 82.32%
1.5 7 60 100.00% 100.00%
0.5 3 60 65.56% 58.45%
0.5 7 60 70.04% 71.85%
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Analizando las ecuaciones de ajuste al modelo, se pudo concluir que para
maximizar el %EE del SHM de P. lunatus, se requiere una baja temperatura
y una mayor concentracién de goma e independiente del pH, mientras que
para el SHM del V. unguiculata una baja temperatura, mayor concentracién
de goma y pH cercano a 7; por lo cual, para la prueba biolégica se seleccioné
el tratamiento 6 para ambos sistemas (1.5% p/v de goma, 30°C y pH 7). Con
respecto al SHM de P. lunatus se decidié trabajar a pH 7, ya que el pH

original del sistema fue muy cercano a 7.

Por otra parte, se midi6 el %YEE a los componentes individuales de los
SHM a estas mismas condiciones, los comportamientos se observan en la
Figura 8. En esta se puede ver como la combinacién de un agente
emulsificante (hidrolizado proteico) y un agente espesante (goma de
flamboydn) lograron formar una emulsién estable (sin formacién de fases
diferentes), mientras que individualmente cada uno de los componentes de los

SHM no formé una emulsién estable.

100 -
80
60
40
20

%E.E.

0
Goma de Hidrolizado Hidrolizado SHM P. SHM V.
flamboyan de P. lunatus deV. lunatus unguiculata
unguiculata

Figura 8. Estabilidad de la emulsién medida a 30°C, pH7, 2.5 % de hidrolizado y
1.5% de goma de Flamboydn
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La desestabilizacion observada en emulsiones preparadas con goma de
flamboyéan al 1.5 % p/v se presenté como coalescencia, ya que se formaron dos
fases, una superior de aceite y otra inferior con la dispersién de goma de
flamboyan. Este resultado se debié a que esta goma presenta una estructura
sin grupos con carga (Tamaki et al., 2010) ademds de que el andlisis proximal
realizado a esta goma presenté un 1.25% de proteina; por lo tanto, no tiene
los suficientes grupos hidrofébicos, los cuales interaccionen con el aceite y
permitan la formacién de una emulsién. Los sistemas con hidrolizados al
2.5 % p/v, presentaron una desestabilizacién por cremado. Se formaron dos
fases, la superior donde se encuentra una alta concentracién de goticulas

emulsificadas por los hidrolizados y en la parte inferior una fase acuosa.

Esta desestabilizacién fue la que se presenté en los tratamientos de la
Tabla 8, y probablemente se debe a que las goticulas de aceite rodeadas por
los péptidos del hidrolizado son menos densas que el medio en el que estan
dispersos, por lo cual tendieron a ascender. Por otra parte, en los SHM con
1.5% de goma de flamboydn y 2.5% de hidrolizados, opusieron una mayor
resistencia al movimiento de las goticulas, por lo cual disminuyé el cremado;
de tal manera que se mantuvieron dispersas en todo el medio debido a la
mayor concentracién de goma, la cual aumenté la viscosidad del medio.
Desplanques, Renou, Grisel y Malhiac (2012) propusieron que esto podria
deberse a la formacién de una red en la cual las goticulas quedan atrapadas

impidiendo que se formen dos fases.

Los resultados obtenidos con respecto al %EE estdn de acuerdo a los
reportados en un estudio similar, el cual se realizé formando emulsiones
usando un 4.4 % p/p de aceite de canola, concentrado proteico de suero de
leche (0.22 % p/p) y diferentes tipos de goma tragacanto (0.5 % p/v), el
control (aceite y concentrado proteico) dio un 40% EE, mientras que con las
gomas se obtuvo desde un 67% hasta un 100%. La desestabilizacién que
obtuvieron fue debido al cremado, la cual disminuyo debido al aumento de la
viscosidad del medio (Gavlighi, Meyer, Zaidel, Mohammadifar & Mikkelsen,
2013).
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Con base en los valores obtenidos de las propiedades funcionales de
estabilidad de emulsién y capacidad espesante, se seleccioné el tratamiento 6
para realizarle la prueba bioactiva, ya que se obtuvieron los mayores valores
en ambos SHM a estas condiciones, lo cual es deseable para poder ser usada

en la industria alimentaria.

3.6. Actividad Anticariogénica

Los resultados de la actividad anticariogénica presentados en la Figura 9
muestran que la reducciéon de desmineralizacién usando el SHM de P. lunatus
y el hidrolizado de P. lunatus son iguales, también el SHM de V. unguiculata

y el hidrolizado de ésta resultaron iguales (P > 0.05).
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“Letras diferentes entre las columnas del mismo elemento quimico presentan

diferencia significativa con P < 0.05.

Figura 9. Inhibicion de la desmineralizacion presentada por calcio y fosforo de los
sistemas  hidrocoloides miztos de P. lunatus (SHMPL) vy V. unguiculata
(SHMVU), hidrolizado de P. lunatus (HPL), hidrolizado de V. unguiculata
(HVU) y goma de flamboydn (GF)

Por otra parte, se observé que no hubo diferencia entre la reduccién de la
desmineralizacién del fésforo y el calcio para cada sistema (P > 0.05). El
porcentaje de reduccién de la desmineralizacién en promedio en los sistemas

con P. lunatus (SHMPL y HPL) fue de 59.75%, mientras que para los
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sistemas con V. wunguiculata (SHMVU y HVU) se obtuvo un 50.21%; estos
valores son similares a los obtenidos por Cérdova et al. (2012) el cual fue de
52.9%, para hidrolizados de P. lunatus con pepsina, pero menores que los que
obtuvo con la fosforilacién de este hidrolizado, ya que obtuvo un 77.1% de
reduccién. Igualmente Warner et al. (2001) obtuvieron un 80 % de reduccién
de la desmineralizacién con caseino fosfopéptidos obtenidos a partir de

hidrolizados de leche.

En el estudio realizado por Cérdova et al. (2012), se pudo observar cémo el
aumento de los grupos fosfatos debido a la fosforilacién del hidrolizado
aumento la actividad anticariogénica. Este mismo comportamiento se vio en el
estudio de Warner et al. (2001), ya que ademés de los caseino fosfopéptidos,
usé también suero de queso cottage, obteniendo una proteccién cercana al
30%, que es menor a la obtenido con los sistemas de este trabajo. La goma de
flamboyan presenté una bioactividad practicamente de cero. Esta diferencia
entre el efecto de la reduccién de desmineralizacion se puede deber a la
diferencia de cargas de los péptidos en diferentes hidrolizados (Ruiz, Segura,
Betancur & Chel, 2013), ya que los caseino fosfopéptidos tienen una mayor
carga negativa debido a los grupos fosfato que presentan, pudiendo quelatar
minerales y estabilizar la desmineralizacién, Adamson y Reynolds (1995)
hablan de que los caseino fosfopéptidos tienen un cluster con una secuencia de
tres serinas fosfatadas y dos &acidos glutamicos; este complejo estabiliza el
fosfato de calcio amorfo y actia como un buffer en la zona liberando iones

fésforo y calcio.

Dada la composicién aminoacidica de los hidrolizados de P. lunatus y
V. unguiculata, se observé un alto contenido de acido glutdmico, por lo que
probablemente el mecanismo de estos hidrolizados sea parecido al de los
caseino fosfopéptidos. En contraste, la prueba con solo goma de flamboyan no
presentd esta actividad, pudiendo ser que al tener una estructura neutra, ésta

no interacciona con los iones liberados, permitiendo asi la desmineralizacién.
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4. Conclusiones

¢ La viscosidad de los SHM de P. lunatus y V. unguiculata dependen de
la concentracién de la goma y temperatura, no del pH del medio,
aumentando la concentracién y reduciendo la temperatura se alcanzan
viscosidades de hasta 1.769 Pa*s para el SHMPL y 1.566 Pa*s para el
SHMVU, ademas se observé que no hay sinergia entre los componentes
de los sistemas hidrocoloides. Los sistemas se ajustaron un modelo
reolégico de la ley de la potencia, con excepciéon de los tratamientos
con 1.5% de goma y temperatura de 30°C que se modelaron con la

ecuacion de Cross.

* La estabilizacién de emulsiones alcanzé valores hasta de 100% en
ambos sistemas hidrocoloides mixtos con 1.5% de goma de flamboyan y
temperatura de 30°C, la desestabilizacién observada fue debida
principalmente al cremado en el sistema. Los factores que influyen en
la estabilizacién del sistema con P. lunatus fueron la concentraciéon de
la goma, la temperatura y la interaccién entre estos factores; por otra
parte, para los sistemas de V. unguiculata fueron la concentracién de

goma, la temperatura y el pH.

* Para la prueba biolégica se seleccionaron los tratamientos a 1.5% de
goma de flamboyan, pH 7 y 30°C por presentar las maés altas
funcionalidades. La capacidad anticariogénica presentada por los
sistemas seleccionados fue de 59.75% y 50.21% para los sistemas con
P. lunatus y V. unguiculata respectivamente, no se encontré diferencia
significativa (p > 0.05) entre los sistemas hidrocoloides mixtos y las

dispersiones de sus hidrolizados correspondientes.

* Los sistemas hidrocoloides mixtos podrian ser usados como agentes que
aumenten la viscosidad de bebidas como néctares, cubiertas de
productos de reposteria, cremas y emulsiones, asi como una gran
variedad de aplicaciones donde se requieran las caracteristicas

funcionales encontradas y con la ventaja de una baja carga calérica. Por
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otro lado reduciendo la formacién de caries dental, por lo que se tendria
la posibilidad de formular alimentos funcionales anticariogénicos como

por ejemplo mermeladas con una baja cantidad de azucar.
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