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RESUMEN:

Se extrajo la proteina de haba con una disolucién alcalina y precipitacién acida de una solucién 10% (p/v) harina
de haba: sulfito de sodio, el aislado de proteina se recuperé a pH 4.0 (punto isoeléctrico de las proteina), y el
precipitado se liofilizd para obtener un producto seco. La caracterizacion fisica de la proteina liofilizada consistio
en determinar las isotermas de adsorcion a 25 y 35°C, mientras que en la caracterizacién térmica se obtuvo la
temperatura de desnaturalizacion de la proteina mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB). Los
resultados mostraron que el rendimiento obtenido en el proceso de extraccidn-liofilizacién fue del 92%, las
isotermas de adsorcién fueron ajustadas al modelo de Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB). La temperatura
donde se encontraron cambios estructurales en el aislado de proteina fue a 72.80°C, la entalpia de
desnaturalizacion calculada fue de 133.5 J/g. La caracterizacion fisica y térmica del aislado de proteina de haba
permite considerarla como un material alternativo en la adicién en productos alimenticios para proporcionar
viscosidad, asi como su aplicacién en procesos térmicos con temperatura controlada para evitar cambios quimicos
y estructurales del aislado de proteina.

ABSTRACT:

Faba bean protein was extracted with an alkaline dissolution and acid precipitation of a solution 10% (w/v) Faba
bean flour: sodium sulfite, protein isolate was recovered at pH 4.0 (isoelectric point of the protein) and the precipited
solid was lyophilized in order to obtain a solid product. The physical characterization of lyophilized isolate protein
was evaluated by determination of adsorption isotherms at 25 and 35°C, while that with thermal characterization
was determine the protein denaturation temperature by Differential Scanning Calorimetry (DSC). The results
showed that the yield obtained in in extraction-liophylization process was 92%, sorption isotherms were adjusted at
Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) model. The temperature where structural changes was presented in isolate
protein was 72.80°C, denaturation enthalpy was 133.5 J/g. Physical and thermal characterization of isolated faba
bean protein allows to be consider as an alternative material on addition in food products, to provide viscosity and
its application in thermal processes with controlled temperature to avoid chemical and structural changes of the
isolate protein.
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INTRODUCCION
Con excepcion de la soya y el gluten, algunas proteinas derivadas de plantas y leguminosas
han sido poco estudiadas. La extraccion y caracterizacion de proteinas de leguminosas podria
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representar una fuente alternativa de aditivos para la industria alimentaria, en lugar de la
aplicacién de proteinas provenientes de animales. Las leguminosas no sélo representan una
fuente importante de componentes béasicos para la nutricion humana, sino que son fuente de
componentes menores, que estan siendo estudiados por promover efectos benéficos a la salud
(Vioque et al., 2012). Las proteinas de semillas presentan buena capacidad emulsionante una
de estas es la proteina de haba (Karaca et al., 2011). Esta proteina est4 constituida por dos
fracciones principales: albuminas y globulinas. Las primeras son ricas en aminoacidos
azufrados y lisina, constituyen entre el 10-20% de las proteinas en las semilla de las
leguminosas; mientras que las globulinas contienen convicilina, vicilina y legumina, estas son
solubles en soluciones salinas acuosas y representan alrededor del 70% de las proteinas que
se encuentran en las semillas de las leguminosas como la haba (Pasqualini et al., 1991; Roy et
al., 2010). La relacion entre el contenido de globulinas, albuminas y vicilinas en aislados de
proteina de haba, puede presentar diferencias en sus propiedades funcionales, fisicas y
térmicas, debido al método utilizado en la extraccion de la misma. Entre las diversas
caracteristicas de interés en el estudio de las propiedades de las proteinas se encuentran las
de retencidn y adsorcion de agua, ademas de sus propiedades térmicas, debido a que de ello
dependera su aplicabilidad, funcionalidad y estabilidad al ser incorporadas en los sistemas
alimenticios. En el fenobmeno de adsorcion, los gases y el vapor de agua generado
experimentalmente en microambientes se adsorben sobre la superficie de sélidos porosos. La
adsorcion depende de algunos factores como la temperatura y la afinidad e interaccion del
adsorbato con el adsorbente, mientras que el tiempo de adsorcién depende a su vez de las
caracteristicas superficiales del sdlido, la energia de adsorcion, etc. (Hans-Jurgen et al., 2011).
El estado fisico de las bio-moléculas depende de los cambios en su estructura las cuales se
presentan por diversos factores, entre ellos cuando se induce sobre estas un flujo de calor. Los
cambios en los materiales por induccion de una rampa de calentamiento inician con un
incremento en su movilidad molecular hasta alcanzar la temperatura en que los materiales
presentan modificaciones en su estructura fisica y molecular, en el caso de las proteinas la
modificacion mas comun es la desnaturalizacion de las mismas. La desnaturalizacion involucra
la disociacion de enlaces intramoleculares (no covalentes y en algunos casos disulfuro) y por lo
tanto es un proceso endotérmico. La caracterizacién térmica de las proteinas por Calorimetria
Diferencial de Barrido (CDB) permite explorar la asociacion de la proteina de haba con otros
biomateriales (Fitzsimons et al., 2007).

MATERIALES

La harina de haba se adquirié en un mercado local de Toluca, Estado de México. Los reactivos
usados fueron grado reactivo y se utiliz6 agua bidestilada para todos los experimentos
realizados. Las sales y los reactivos utilizados, para las isotermas y determinaciones analiticas
fueron grado analitico. El pentéxido de fésforo se adquirié de Sigma Aldrich (Toluca, Estado de
México).

METODOS

Extraccion de aislados de proteina de haba

La harina de haba se tamizé en una malla con apertura de 0,2mm (Tayler, EUA), con la finalidad
de separar las particulas de mayor tamafio. A 10 g de harina se adicioné una solucion 0,25%
de Na2SOs, el pH se ajusté a 10,5 y se mantuvo la suspension bajo agitacion a 4 °C durante 24
horas continuas. Posteriormente, esta suspension se centrifugd a 15,000 g durante 10 min, para
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separar los residuos sélidos alcalinos. El extracto soluble alcalino se transfirio a un vaso de
precipitados y se ajusto el pH hasta 4,0 (pH isoeléctrico de la proteina de haba). La solucion
resultante se centrifugd nuevamente a 15,000g durante 10 minutos. El aislado de proteina se
lavd dos veces con agua destilada y se guardé para su posterior liofilizacion.

Liofilizacidén de aislados de proteina de haba
La solucién de proteina se ultra-congel6 a -40°C por 24 horas, posteriormente se coloco al vacio
en un liofilizador (FreeZone 2.5, Labconco, EUA) por 48 horas.

Caracterizacion fisica de los aislados de proteina de haba
La caracterizacion fisica de la proteina consistio en modelar su comportamiento de adsorcion
de agua, acondicionandola a diferentes actividades de agua (0.1-0.8).

Isotermas de adsorcién de los aislados de proteina de haba

Una vez obtenida la proteina liofilizada, se colocaron 10 gramos de proteina en un desecador
conteniendo pentoxido de fosforo (P20s), con la finalidad de reducir al minimo su contenido de
humedad. Posteriormente se pesaron 0.5 g de proteina liofilizada en 27 charolas de plastico de
2.5 cm de didmetro y cada una se coloco6 en un desecador pequefio con diferentes soluciones
salinas saturadas con actividades de agua de 0.1 a 0.8 (LiCl, CHsCOOK, MgCl2, K2COs, NaBr,
NaNOs, NaCl, KCI). Los desecadores se colocaron en tres estufas de conveccion forzada a 25,
35 y 45°C. Las muestras se pesaron cada semana y se dejaron en almacenamiento hasta
alcanzar el equilibrio (20 dias). El contenido de humedad del sistema fue determinado por la
diferencia de peso después de secar en una estufa al vacio (Felisa, Ciudad de México, México)
a 60°C en presencia de perclorato de magnesio como desecante. La actividad de agua fue
determinada con un medidor de actividad de agua (Aqualab modelo serie 3TE, Decagon
Devices Inc., Pullman, WA, USA). Con los datos de humedad y actividad de agua se obtuvieron
las isotermas de adsorcién y se ajustaron al modelo de GAB, de acuerdo a la metodologia
propuesta por Guadarrama-Lezama et al. (2014).

Caracterizacion térmica de los aislados de proteina de haba

5mg de proteina liofilizada fue pesada en una charola pequefia de aluminio, posteriormente se
sellé y se introdujo en un calorimetro diferencial de barrido (modelo 2010, TA Instruments, New
Castle, DE, USA). La muestra se enfrié rapidamente con nitrégeno a -20°C y después se llevo
hasta 80°C con una rampa de calentamiento de 5°C/min. Las determinaciones fueron realizadas
en triplicado. La entalpia de desnaturalizacion de la proteina fue calculada usando el software
TA Instruments.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de la proteina

El rendimiento en la extraccion de la proteina a partir de la separacion de la semilla fue de 35%,
el resto fue descartado debido a que la semilla de haba contiene una gran proporcion de
carbohidratos (almidon), fibra y proteina. Para lo cual fue necesario diseiiar un método de
separacion mediante el cambio de pH de alcalino a acido, hasta el punto isoeléctrico de las
proteinas, este es un meétodo comunmente usado para separar la fraccion proteica de los demas
componentes (Karaca et al., 2011) El medio de extraccion en la que se encuentran las diferentes
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fracciones de las proteinas, influye en las velocidades de precipitacion y sedimentacion de las
mismas, debido a los residuos de aminoacidos cargados o bien; a los puentes de disulfuro que
constituyen a las proteinas y que pueden ser disociados o no en soluciones acuosas, por lo
tanto el contenido total en los aislados proteicos puede diferir. De tal forma que las fracciones
mayoritarias obtenidas en los aislados pueden estar constituidos en relaciones
globulina/albumina o leguminalvicilina y modificar las caracteristicas fisicoquimicas de los
productos obtenidos.

Liofilizacién de aislados de proteina de haba

Una vez obtenido el extracto de proteina por precipitacion alcalina-acida, se procedio a
liofilizarla. El rendimiento obtenido del proceso de extraccion al de liofilizacion fue del 92%. Para
la liofilizacion de la proteina de haba, las condiciones manejadas permitieron obtener una
proteina sin degradarse, esto se comprobé debido a que el contenido de proteina en los aislados
fue de 19.20 +0.50 %, mientras que en la harina de haba inicialmente era de 20.30 + 0.20 %,
por lo tanto solamente se cuantificé 5% menos de proteina en el aislado de proteina obtenida.
Es importante mencionar que en la determinacion de proteina por el método de Kjeldahl, no
todo el nitrégeno cuantificado es proveniente de proteinas, probablemente en la harina de haba
se presentd mayor porcentaje estas debido a que no todo el nitrégeno cuantificado provenia de
las proteinas. Durante el proceso de liofilizacion, el agua contenida en las soluciones se
convierte en cristales de hielo, posteriormente se sublima, minimizando la degradacion en las
proteinas y con un contenido de humedad minima.

Caracterizacién fisica de los aislados de proteina de haba

Las isotermas de adsorcion de humedad de agua experimentales de la proteina se presentan
en la figura 1, las cuales presentaron una forma sigmoidal y son clasificadas como isotermas
del tipo I, la mayoria de las isotermas que han sido determinadas para alimentos corresponden
a este tipo de curvas. Los datos de adsorcion se ajustaron al modelo de GAB (Guggenheim-
Anderson-de Boer) y los parametros obtenidos se muestran en la tabla 1.Los valores del modulo
de desviacion relativa fueron menores al 5% en todos los datos experimentales de temperaturas
de almacenamiento y el coeficiente r? fue de 0.99. El modelo de GAB describe tres parametros
Mo, C y K, los cuales tienen significado fisico y este es reconocido como el modelo mas versétil
y usado en el comportamiento de adsorcion de agua en los sistemas alimenticios. El parametro
Mo se encontrd en el intervalo de 4.6 a 5.1 kg H20 / kg ss y disminuyé conforme la temperatura
de almacenamiento se incrementd de 25 a 35°C, probablemente a los cambios de adsorcion en
los sitios estructurales en la proteina. La disminucién en el valor de la monocapa (Mo) puede
ser atribuido a la reduccion del numero de sitios disponibles para enlazar agua como resultado
de cambios fisicos en los materiales, tal como fue observado cuando la temperatura de
almacenamiento se incrementd. En mezclas de materiales de biopolimeros como maltodextrina-
goma arabiga, los valores de Mo se encuentran en los intervalos de 7 a 12 kg H20 / kg ss
(Guadarrama-Lezama et al., 2014). Generalmente los biopolimeros poseen mayor afinidad al
agua y adsorberla con mayor facilidad que las proteinas, debido a que se presenta un
hinchamiento de tales materiales, por lo cual se incrementa el nimero de sitios polares, donde
pueden retener mayor contenido de agua, ademas de que algunas proteinas presentan poca
afinidad al agua. Las globulinas son las proteinas mas abundantes en las semillas de
leguminosas (70%), estas se caracterizan por ser insolubles en agua por ello se observé que la
capacidad de adsorcién de agua en la proteina liofilizada fue baja, en comparacién con la que
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presentan las gomas e hidrocoloides. El valor de C esta asociado con las interacciones
adsorbato-adsorbente de tal forma que en los resultados obtenidos a temperaturas mayores
(35°C) estas interacciones incrementan El valor de K involucra las interacciones entre las
moléculas del agua y al adsorbente (aislado de proteina) en la multicapa. En este estudio no se
encontré diferencia significativa en los valores del parametro K, por lo tanto existe un
acomodamiento similar en los aislados de la proteina independientemente de la temperatura de
almacenamiento.

Tabla I. Valores de los parametros para el modelo de GAB que describen el aislado de la
proteina de haba

T(CC) Mo C k r2
25 5.18279 10.68061 0.73638 0.99993
35 4,66241 6.66196 0.72992 0.99988
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Figura 1. Grafica de Isotermas de adsorcién de humedad del aislado de proteina de haba

Caracterizacion térmica del aislado de proteina de haba

En la figura 2 se muestra el barrido obtenido de flujo de calor contra la temperatura obtenido
mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB). El area bajo la curva calculada de este
diagrama representa la entalpia de desnaturalizacion del aislado de proteina, la cual fue de
133.5 J/g. A temperatura de 72.80°C se inducen cambios importantes en la estructura
conformacional del aislado de proteina de haba. La desnaturalizacién de las proteinas depende
de la composicién en aminoacidos presentes en cada una. La velocidad de desnaturalizacion
de cada proteina ademas de la velocidad de flujo de calor aplicado y del tamafio de particula
de las proteinas, de su conformacién quimica y estructural; es decir si su acomodamiento
tridimensional es lineal o no (Ya et al., 2000). Se han reportado termogramas similares para
proteinas globulares como la B-lactoglobulina (Fitzsimons et al., 2007). La desnaturalizacion de
las proteinas involucra adsorcion de calor para romper enlaces intramoleculares generando un
proceso endotérmico, posteriormente existe una agregacibn de las estructuras
desnaturalizadas, formando nuevos enlaces intermoleculares que involucran un proceso
exotérmico y se ven reflejados en el termograma como un pico exotérmico. En la proteina de
haba se observa un pico exétermico, después de140°C, este proceso puede ser atribuido a una
reduccion en la intensidad de la desnaturalizacion endotérmica, bajo las condiciones que
promueven la agregacion de las proteinas desnaturalizadas (Fitzsimons et al., 2007).
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Figura 2. Diagrama de entalpia de desnaturalizacion del aislado de proteina de haba

CONCLUSIONES

Las isotermas de adsorcion de los aislados de proteina de haba se ajustaron bien al modelo de
GAB; sin embargo debido a la naturaleza de las proteinas, estas tienen mejor capacidad de
adsorcién en comparacion con los hidrocoloides. El analisis térmico por CDB nos permitio
encontrar informacion respecto a la desnaturalizacion y procesos de agregacion de los aislados
de proteina de haba. La harina de haba (Vicia faba) es una buena fuente de aislados de
proteinas, que podrian ser utilizados por la industria alimentaria debido a sus propiedades
fisicas, térmicas y funcionales.
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