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1 / INTRODUCCION

1.1 Generalidades del cultivo de ARROZ

1.1.1 Importancia mundial del cultivo de arroz. Comercializacion

El arroz (Oryza sativa L.) es cultivado y consumido por la humanidad desde
hace méas de 5000 afios y en la actualidad es producido en 112 paises cubriendo
todos los continentes. Constituye uno de los principales alimentos para el 60% de
la poblacién mundial, siendo la base de la alimentacién en los paises asiaticos
donde la poblacién tiene una tasa de crecimiento del 1,8% anual (Katsube—Tanaka
et al., 2004 a).

Tabla 1 : Principales productores mundiales de arroz

elaborado
ProFc’i?Ji:ti)sres SrEC e CRLCLAD Iz%i(;?rl'\;ﬁj:d?a(jl
China 125.363.000 31,17
India 85.310.000 21,21
Indonesia 34.250.000 8,52
Vietham 22.716.000 5,65
Tailandia 17.070.000 4,24
Filipinas 9.445.000 2,35
Japoén 7.944.000 1,98
Brasil 8.996.000 2,24
Resto del mundo 91.115.000 22,65
Total Mundial 402.209.000 100

Fuente: USDA; Marzo 2006.

La produccion total mundial de arroz es de aproximadamente 400 millones
de toneladas de arroz elaborado (SAGPyA, 2008) siendo el segundo cereal después
del trigo en produccion y uso para la alimentacion. El 95% del total de la
produccion mundial de arroz se lleva a cabo en los paises en desarrollo, y China e
India, juntos, son responsables de mas de la mitad de esta produccion. China es el
principal productor, participando con un 31% de la produccion, seguida de India,

Indonesia, Vietnam y Tailandia (Tabla 1). La produccion del MERCOSUR es de

1



Proteinas de arroz: propiedades estructurales y funcionales INTRODUCCION

aproximadamente 11 millones de toneladas de las cuales un millébn es producido
por nuestro pais lo que representa un 0,25% de la producciéon mundial (SAGPyA,
2008).

1.1.2 Importancia del cultivo en Argentina

En Argentina, la produccién de arroz se concentra en el litoral. Entre Rios y
Corrientes son las provincias de mayor produccién, segun datos de la dltima
camparfia representan el 38 y el 48% respectivamente. Entre ambas representan el
87-88% de la superficie total de cultivo de arroz del pais; el 12% restante se

reparte entre las provincias de Santa Fe, Chaco, Formosa y Misiones.

1.1.3 Morfologia del grano

El grano de arroz, comunmente llamado semilla, recién cosechado esta
formado por el fruto cariopse y por la cascara, esta ultima compuesta por las
glumelas (palea y lema). Industrialmente se considera al arroz cascara aquel
comprendido por el conjunto de cariopse y glumelas (Figura 1).

A su vez el cariopse, esta formado por el embrion, el endosperma, capas de
aleurona (tejido rico en proteinas), tegmen (cubierta seminal), y el pericarpio
(cubierta del fruto).

El pericarpio es piloso y
tiene un espesor de
aproximadamente 10 pm. Las
capas de aleurona estan
compuestas por 1 a 7 capas de
células de parénquima
cuadrangular o rectangular, de
1-3 pm de espesor. El embriéon
es extremadamente pequefio,
localizado en la zona ventral
del cariopse. ElI endosperma
consiste en células de
parénquima que se elongan en

Figura 1. Partes constitutivas del grano forma radial y estd compuesto
de arroz . L.

por granulos de almidén vy

algunos cuerpos proteicos

(Juliano, 1980; Juliano, 1985). La representatividad de estas capas del grano es

importante dado que influyen en el rendimiento industrial.
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1.1.4 Industrializacion (molinado). Fracciones de molino

El destino principal de la produccion total es el consumo interno. Sobre una
produccion de 1.027.000 toneladas, el 84,5 % corresponde al tipo comercial largo
fino (LF) y el 15,5% restante al tipo largo ancho o doble carolina (LA) (SAGPyA,
2008). El numero de molinos arroceros ha decrecido en los ultimos afios debido a
las distintas crisis que atraveso el sector arrocero en particular y el pais en general.
Actualmente se cita la existencia de 49 molinos arroceros, distribuidos de la
siguiente manera: 35 en la provincia de Entre Rios, 9 en Corrientes, 3 en Santa Fe,

1 en Misiones y 1 en Buenos Aires.

El proceso de industrializacion tradicional del arroz, involucra las actividades
que transforman el arroz cascara (materia prima) en arroz elaborado (blanco o
pulido), con el objetivo de hacer el

producto apto para el consumo humano

(Figura 2). A diferencia de los otros

cereales, en donde el grano es molido

para convertirlo en harina, en Ila

elaboracién de arroz el objetivo consiste

en mantener la mayor cantidad posible de

granos intactos como arroz entero. La

eficacia  técnica del proceso de

elaboraciéon, o sea, el rendimiento

industrial, se juzga por la cantidad de

arroz entero obtenido a partir de una
Figura 2. Productos vy
rendimiento del arroz en
molino (Shih, 2003) Del arroz cosechado,

aproximadamente 20 % es cascara, y 10

cantidad determinada de arroz cascara.

% es salvado, ambos elementos se eliminan en los procesos de descascarado y
pulido respectivamente. El resto (70%), estad formado por granos de arroz blanco o
pulido, entero y partido (o quebrado). El arroz pulido esta constituido
fundamentalmente por el endosperma, el salvado por el embridn y las capas
externas (aleurona, tegmen, y pericarpio) y el arroz integral por ambos
(endosperma y salvado).

En Argentina, como en la gran mayoria de los paises consumidores, el uso
mas difundido de este cereal es como grano pulido constituido fundamentalmente
por el endosperma, aunque en la actualidad se esta incentivando el consumo de

arroz integral (solamente descascarado, endosperma mas aleurona, embrion y

3



Proteinas de arroz: propiedades estructurales y funcionales INTRODUCCION

pericarpio). Los granos enteros son ricos en fibra, vitaminas del complejo B,
minerales, tocoles y fitonutrientes. Estudios epidemiolégicos demuestran una
relacion inversa entre las raciones ingeridas diariamente de granos enteros o de
alimentos que los contienen y el riesgo de desarrollar enfermedades crdnicas no
transmisibles como la enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2 y cancer (Nelina y
Ruiz, 2005). El efecto protector parece estar mediado por la acciobn combinada y
sinérgica de los diferentes compuestos encontrados en los granos enteros. La
ingesta de granos enteros puede contribuir a elevar la capacidad antioxidante
corporal por lo que posiblemente sea uno de los mecanismos a través de los cuales
los granos enteros prevengan tales enfermedades. Entre los antioxidantes
encontrados en los granos se cuentan los acidos fendlicos, flavonoides, tocoferol,
tocotrienoles, selenio, zinc, fibra soluble y acido fitico (Nelina y Ruiz, 2005).

Mas alla de la amplia utilizacibn del grano entero de arroz existen
subproductos industriales como el arroz partido y el salvado de arroz, de bajo valor
comercial por su escasa funcionalidad. A partir de estos productos se pueden
obtener ingredientes que, presentando buenas propiedades nutricionales y
funcionales, constituyan un aporte para la industria alimentaria. Es asi como la
industria procesa el arroz partido y la harina de arroz para la obtencién de almidon

quedando la proteina como subproducto no aprovechado.

1.2 Composicion quimica de los cereales. Compaosicion quimica del grano

de arroz

En la Tabla 2 se puede observar comparativamente la composicion quimica

del arroz con respecto a la de otros cereales.

Si bien su contenido de proteina es bajo (7-9% promedio en peso) el grano
de arroz es la mayor fuente proteica en los paises consumidores de este cereal
aportando el 60% de la proteina total de la dieta en Asia (Shih, 2003). Se conocen
variedades de arroz salvaje en China y Estados Unidos con 12,0 y 15,2% de

proteina en grano integral (Zhai et al., 2001).

El contenido de proteina del arroz es diferente segun la fraccion de molino
que se considere como podemos observar en la Tabla 3. El mayor contenido

proteico corresponde al embrién pero su tamafio es muy pequefio.
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Tabla 2. Composicion y balance de energia de cereales*

Propiedad Arroz trigo maiz cebada sorgo centeno avena
integral

Proteina® 7,3 10,6 9,8 11,0 8,3 8,7 9,3

(Nx6,25)

Lipidos?® 2,2 1,9 4,9 3.4 3,9 1,5 5,9

Carbohidratos ? 64,3 69,7 63,6 55,8 58,0 71,8 62,9

Fibra cruda® 0,8 1,0 2,0 3,7 4,1 2,2 5,6

Cenizas? 1,4 1,4 1,4 1,9 2,6 1,8 2,3

Digestibilidad 99,7 96,0 95,0 88,0 84,8 77,0 84,1

verdadera®

Utilizacion  neta 73,8 53,0 58,0 62,0 50,0 59,0 59,1
de la proteina®

Energia 1550 1360 1450 1320 1290 1330 1160
digestible®

Fuente: Juliano, 1985. *Datos calculados a 14%H; %alores expresados en %, bvanres expresados en
kJ.100™.

Tabla 3. Composicion aproximada del grano de arroz y sus fracciones™

Arroz Grano Grano cascara salvado embridén

cascara integral pulido
Proteina 6,7-8,3 8,3-9,6 7,3-8,3 2,3-3,2 13,2-17,3 17,7-23,9
Lipidos 2,1-2,7 2,1-3,3 0,4-0,6 0,4-0,7 17,0-22,9 19,3-23,8
Fibra cruda 8,4-12,1 0,7-1,2 0,3-0,6 40,1-53,4 9,5-13,2 2,8-4,1
Cenizas 3,4-6,0 1,2-1,8 0,4-0,9 15,3-24,4 9,2-11,5 6,8-10,1
Almidon 62,1 77,2 90,2 1,8 16,1 2,4
Fibra 19,1 4,5 2,7 77,3 27,6-33,3 -

dietaria

Fuente: Pomeranz and Ory, 1982. * Datos calculados en base seca.

Caracteristicas de las variedades Nutriar FCyF y El Paso 144

El Programa Arroz de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de La Plata es un programa de mejoramiento que tiene entre sus objetivos
no solo, obtener variedades con mayores rendimientos, sino también mejorar la
tolerancia a bajas temperaturas, y acentuar caracteres especiales entre ellos el
contenido proteico. Entre sus logros se destaca el cultivar Nutriar inscripto en el
afno 2003. Esta variedad se caracteriza por poseer valores de proteina en grano que
superan en un 25 a 30 % el promedio de las variedades cultivadas en la actualidad

(Bezus et al., 2002). Es una variedad de tipo semi-enano, con alta capacidad de
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macollaje que ha mostrado altos rendimientos. El grano es de tipo comercial largo
fino, con una relacién largo/ancho de 3 para grano elaborado y un peso de 26g/ mil
granos cascara. Posee buenos valores de rendimiento industrial con un 63% de
grano entero. (Bezus et al., 2002). Su calidad culinaria estd caracterizada por
valores bajos de amilosa e intermedios de temperatura de gelatinizacion.

El cultivar El Paso 144 fue lanzado por la Estaciéon Experimental del Este
(Republica Oriental del Uruguay) en 1986. En Argentina fue inscripto como
introduccion en el afio 1994. Es de origen tropical, de tipo semienano, con alto
potencial de rendimiento, alta capacidad de macollaje y hojas erectas, pubescentes,
de color verde claro. Su altura media es de 87 cm dependiendo de las condiciones
de crecimiento. Posee grano tipo largo fino, con cascara color pajizo, pubescente,
con aristas de tamafio variable, una relacién largo/ancho mayor de 3 para grano
elaborado y un peso de 26,59/ mil granos cascara. Su calidad molinera presenta
valores de grano entero superiores a la base de comercializacion (57%0). Su calidad
culinaria esta caracterizada por un alto porcentaje de amilosa, una temperatura de
gelatinizacion baja que le imprime un comportamiento de arroz suelto después de
la coccion (Libore, 2006).

1.3 Proteinas de almacenamiento en las semillas de los cereales en general

1.3.1 Definicién — Generalidades

Si bien en las semillas existen tres grupos de proteinas: las estructurales,
las biolégicamente activas llamadas “housekeeping” y las de reserva o
almacenamiento, estas ultimas constituyen mas del 80% y son por lo tanto las que
mas influyen en la calidad nutricional proteica de la semilla. Las proteinas de
almacenamiento son aquéllas cuya velocidad de sintesis se incrementa
notablemente durante el desarrollo de la semilla y se acumulan en vesiculas
rodeadas de membrana denominadas cuerpos proteicos. Posteriormente, durante la
germinacion, estas proteinas son degradadas para proveer, principalmente,
nitrégeno reducido y secundariamente carbono, con el fin de sostener el

crecimiento del brote y el desarrollo inmediato luego de la germinacién.

1.3.2 Clasificacion

Los trabajos de Osborne fueron pioneros en la sistematizacion del estudio de

las proteinas de plantas e introdujeron una clasificacion, ampliamente utilizada, que

6
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se basa en la solubilidad mostrada por las proteinas en diferentes medios a lo largo
de una extraccion secuencial (Osborne, 1924). Los grupos proteicos extraidos en
cada etapa de la serie de extracciones se denominan “fracciones de Osborne” y son
los siguientes: albuminas, solubles en agua; globulinas, solubles en soluciones
salinas diluidas y neutras; prolaminas, solubles en alcohol o en mezclas de alcohol-
agua y glutelinas, solubles en soluciones alcalinas o &cidas. Esta clasificacion fue
introducida antes de que se posea un detallado conocimiento de la estructura y
caracteristicas genéticas de las diferentes proteinas, por lo que con el correr del
tiempo se han desarrollado otras clasificaciones.

Posteriormente se elabord una clasificacion basada en la estructura de los
genes, la homologia de las secuencias de aminoacidos y su mecanismo de
acumulacion en los cuerpos proteicos (Fukushima, 1991). Esta clasificacion divide a

las proteinas de reserva en dos tipos, las globulinas y las prolaminas.

Tabla 4. Clasificacion de las proteinas de almacenamiento de vegetales en base a
sus caracteristicas moleculares y genéticas

GLOBULINAS PROLAMINAS
Mecanismos de Acumulacién en vacuolas Acumulacion directa
acumulacién en los
cuerpos proteicos
Estructura genética Con intrones Sin intrones
Secuencia de Sin secuencias que se Con secuencias que se
aminoacidos repiten repiten
Globulina de arroz Prolamina de arroz
Glutelina de arroz Zeina de maiz
Proteinas de Glicinina de soja Hordenina de cebada
almacenamiento Conglicinina de soja Glutenina APM de trigo
Legumina de arveja Gliadina de trigo
Vicilina de arveja Glutenina APM de centeno
Faseolina de poroto Secalina de centeno

Globulina de avena

Fuente: Fukushima, 1991.

Las primeras se caracterizan por acumularse en cuerpos proteicos o
vacuolas derivadas del aparato de Golgi, sus genes contienen varios intrones y la
estructura primaria de la proteina no presenta secuencias repetitivas. Por otro lado
las prolaminas se acumulan dentro de cuerpos proteicos derivados del reticulo
endoplasmico, sus genes a pesar de ser eucariotas llamativamente no presentan

intrones y presentan secuencias de aminoéacidos repetitivas en determinadas zonas
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de la molécula. En la Tabla 4 se muestra el agrupamiento de diferentes proteinas
de almacenamiento de origen vegetal de acuerdo a esta Udltima clasificacion

realizada en base a datos compilados por Fukushima (1991).

1.3.3 Sintesis, transporte y acumulacion

Las proteinas de los cereales se caracterizan en su conjunto por acumularse
en el endosperma en lugar de hacerlo en el embriébn como en leguminosas. Estas
diferencias se reflejan en algunas propiedades fisicoquimicas y van acompafadas
por modificaciones en los mecanismos de sintesis, transporte y/o almacenamiento
en las semillas. Las especies de cereales mas estudiadas son el trigo, cebada,

centeno, maiz, arroz y avena.

1.4 Proteinas de reserva del grano de arroz

La calidad nutricional de las proteinas de arroz es solo inferior a la avena y
supera a la del trigo y maiz. Son hipoalergérnicas y poseen propiedades
anticancerigenas (Tang et al., 2003). Por lo que el arroz es considerado un alimento

funcional.

1.4.1 Fracciones proteicas

El componente proteico mayoritario del grano de arroz lo constituyen las
glutelinas en proporcion de 75-90% con respecto a la proteina total. Son las Unicas
proteinas de cereales ricas en glutelinas y pobres en prolaminas (Juliano, 1985).

En la Tabla 5 se presenta la proporciéon de las diferentes fracciones proteicas en el

grano de arroz segun los diferentes autores.

1.4.1a Albuminas

Electroforéticamente responde a un patron muy heterogéneo. En SDS-Page
aparecen 12 bandas de peso moleculares que van desde 8,5 a 95 kDa, con tres
polipéptidos principales de 8,5; 11 y 16 kDa (Juliano, 1980). Se localizan

fundamentalmente en la aleurona (Juliano, 1985).
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1.4.1b Globulinas

Esta fraccion proteica se extrae del residuo de harina resultante de la
extraccion de las albuminas con soluciones de pH cercano a la neutralidad y
concentraciones salinas elevadas (en general fuerza i6nica entre 0,4y 1,1).

Presentan una banda caracteristica que corresponde a polipéptidos de 25-26
kDa (Krishnan et al., 1992; Komatsu and Hirano, 1992; Furukawa et al., 2003;
Kumagai et al., 2006) y otra a los 16-18 (Juliano, 1980; Krishnan et al., 1992).
Estudios realizados en el endosperma del grano establecen que ambos polipéptidos
(25 y 16 kDa) se localizan en zonas discretas dentro de los cuerpos proteicos
irregulares (Krishnan et al., 1992), fundamentalmente en las capas externas del
pericarpio del grano (Juliano, 1980) y en el embrién (Sawai and Morita, 1970).
Estudios inmunoldgicos realizados por Robert et al. (1985) revelan que esta

fraccion tiene gran similitud con las glutelinas.

Tabla 5. Abundancia relativa de las diferentes fracciones proteicas del grano de
arroz pulido e integral

Fracciéon Abundancia @ Abundancia ?
proteica Arroz pulido Referencia Arroz integral Referencia
Albuminas 2-5 1) 5-17 2)
8 ®) 11 ®y®)
1-5 (6)
5 6))
9,7-14,2 )
Globulinas 2-10 (@D) 4-12 (2)
10 (5) 15 (©))
4-15 (6) 10 O
13,5-18,9 )
12 )
Glutelinas 75-90 Q) 73-86 2
70 (5) 71 ?3)
80 )y (8 77 4)
63,8-73,4 ) 66-67,7 )
Prolaminas 1-5 1) 2-5 (2)
3-5,4 ) 3 3)
2-8 (6) 2 O
3 (8) 12,5-14,5 )

8Abundancia como % respecto al total de proteina. (1) Juliano, 1985; (2) Mitra and Das, 1975; (3)
Chavan and Duggal, 1978; (4) Wieser et al., 1980; (5) Padhye and Salunkhe, 1979; (6) Krishnan and
Withe, 1997; (7) Zhou et al., 2002; (8) Juliano, 1994.
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1.4.1c Prolaminas

Las prolaminas constituyen polipéptidos heterogéneos con masas
moleculares variables entre 10 y 23 kDa, segun los diferentes autores.

Las bandas mas marcadas corresponden a los 17 y 23 kDa segun Juliano
(1980) y a los 10, 13 y 16 kDa segun estudios mas actuales (Furukawa et al.,
2003, Kumagai et al., 2006).

1.4.1d Glutelinas

Constituyen la fraccion mayoritaria de las proteinas de reserva del arroz.
Esta fraccion es la que determina el valor nutricional de la proteina de arroz que la
convierte en una de las mejores proteinas vegetales (Qu et al., 2001).

El contenido de proteina total se correlaciona positivamente con el de
glutelinas (Villareal and Juliano, 1978; Udaka et al., 2000). Se localizan en el
endosperma del grano (Villareal and Juliano, 1978). Se caracterizan por su gran
insolubilidad que se debe fundamentalmente a la abundancia de puentes disulfuro
formando agregados de alto peso molecular (Juliano, 1985). Las glutelinas son
practicamente insolubles excepto en acidos o alcalis diluidos. A pesar de su
insolubilidad en soluciones salinas neutras las glutelinas presentan una estructura
general y propiedades fisicoquimicas similares a las globulinas 11S (leguminas) de
las leguminosas (Robert et al., 1985). Segun Utsumi (1992), existe una homologia
con la familia de las globulinas por su composicibn en aminoacidos, y su similar
biosintesis y proceso de acumulacién, por lo cual en la clasificacion, de Fukushima
(1991) integrarian dicha fraccion.

Al igual que las leguminas, la fraccién glutelina estad constituida por dos
polipéptidos alfa y beta, ambos unidos por puentes disulfuro (Utsumi, 1992) y por
la proglutelina, un polipeptido de 55 kDa no procesado, todos estos polipéptidos
estarian formando agregados mediante uniones disulfuro.

Actualmente se han identificado seis genes que las codifican y permiten
establecer una clasificacion en dos subfamilias: GIUA y GluB de acuerdo a la
secuencia de nucleétidos que generan. Estas diferencias se trasladan a sus
propiedades nutricionales ya que GluB contiene mayor cantidad del aminoacido
esencial lisina (Katsube—Tanaka et al., 2004b) y a sus propiedades estructurales ya
que presentan diferencias en su grado de polimerizacion. Estas ultimas se reflejan
en la solubilidad y estabilidad estructural afectando procesos alimentarios como

gelacién, formacion de espumas y emulsiones (Katsube—Tanaka et al., 2004a).
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1.4.2 Sintesis, transporte y almacenamiento de las proteinas del grano de

arroz

Las glutelinas son sintetizadas en la membrana del reticulo endoplasmatico
como preproglutelina de 59 kDa. Luego pasan al aparato de Golgi formando el
grupo de proglutelinas con una masa molecular de 55-59 kDa (57 kDa). Finalmente
son procesadas en subunidades alfa y beta o acidas y basicas con pesos
moleculares de 37-39 kDa y 20-22 kDa respectivamente. Poseen diferente punto
isoeléctrico y son depositadas en vacuolas o cuerpos proteicos (Yamagata et al.,
1982; Qu et al., 2001).

Por otro lado las prolaminas, son sintetizadas y se depositan en cuerpos

proteicos en el reticulo endoplasmico.

En arroz, el almacenamiento de las
proteinas tiene lugar en dos tipos de cuerpos
proteicos diferentes, caracteristica que lo
distingue del resto de los cereales y
leguminosas (Figura 3).

Los cuerpos proteicos tipo | (PB-I),
son claros y esféricos en el microscopio
electrénico, se encuentran asociados con el
REr (reticulo endoplamatico) y estan
rodeados de una membrana con ribosomas.

Los cuerpos proteicos tipo 11 (PB-Il), se
Figura 3. Micrografia

electrénica de harina de observan opacos y de forma irregular al

arroz.  PB-lI:  cuerpos microscopio  electrénico, se encuentran
proteicos tipo | y PB-II: ) )
cuerpos proteicos tipo I depositados en vacuolas y se los asocia con

(Kumagai et al., 2006). el aparato de Golgi.

Estudios posteriores determinaron que los PB-1 estan constituidos
fundamentalmente por prolaminas (debido a que los pesos moleculares oscilan
entre 10-16 kDa) y los PB-Il por glutelinas (Yamagata, 1982; Juliano, 1985,
Furukawa et al., 2003; Kumagai et al., 2006; Nishimura et al., 2009). Ambos tipos
de cuerpos proteicos se hayan distribuidos a lo largo del endosperma y un aumento
en el contenido proteico del grano resulta en un incremento en el nidmero de
cuerpos proteicos (Juliano, 1972).

La distribucién de las proteinas en los cuerpos proteicos del endosperma es
variable segun los cultivares. Los PB-1l contienen el 60-65% de las proteinas de

almacenaje del endosperma, los PB-1 el 20-25% vy los restantes 10-15% serian
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albuminas y globulinas presentes en el citoplasma (Zhou et al., 2002). Segun
Furukawa et al. (2003) los PB-I pueden presentar entre 20 y 42% de las proteinas
totales y los PB-II entre 36 y 59%.

Durante el periodo de llenado del grano, las proteinas se van acumulando en
diferente orden. A los 5 dias después de la floracion (antesis) aparecen las
subunidades bésicas y acidas (22-23 y 37-39 kDa) de las glutelinas, 10 dias
después aparecen los polipéptidos de bajo peso molecular correspondiente a las
prolaminas 10-16 kDa. Mas tarde, en el desarrollo del cariopse, aparecen los
polipeptidos de 76-57 kDa y se acumulan en los PB-Il junto con las globulinas

(Yamagata et al., 1982).

1.4.3 Composicién aminoacidica. Valor nutricional y metabolismo proteico

Tabla 6. Aminoéacidos en proteinas de distintos origenes

Origendela lle* Leu Thr Lys Met Val Arg Tyr Phe
proteina

Animales 5,5 8,2 4,4 8,4 2,9 6,0 4,8 1,5 4,5
Cereales 4.4 8,5 3,4 2,7 2,2 5,7 4,8 1,1 4,8
Leguminosas 4,4 7,9 4,2 7.3 1,3 4,7 7,6 1,3 5,4

*Aminoacidos, expresados en g/16g N, mediante su simbolo de tres letras.

La funcion fundamental de la proteina en la dieta es la de proporcionar
aminoacidos esenciales y nitrogeno aminoacidico para la sintesis de las proteinas y
otras sustancias nitrogenadas que intervienen en la composicidon corporal (Cheftel
et al., 1993).

La calidad nutricional esta gobernada fundamentalmente por la composicion
aminoacidica.

La proteina del salvado de arroz contiene abundante acido glutamico y
aspartico (FAO, 2004) y aunque en menor proporcidon, aminoacidos esenciales como
treonina, valina, tirosina, histidina y arginina (Tang et al., 2003). La Organizacion
Mundial de la Salud de las Naciones Unidas propone el patron ideal de los
aminoéacidos que conforman la proteina (FAO/WHO, 1973). Esta establece como
buena una proporcibn de aminoacidos esenciales con respecto a aminoacidos
totales de 36%. La proteina total del arroz pulido segun los trabajos realizados por

Padhye and Salunkhe (1979) excederian este valor (41,0%). La proteina de arroz
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pulido estd integrada por un 40,1% de aminoacidos hidrofébicos, 21,8 de polares,
12,2 de basicos y 26% de aminoacidos acidos (Padhye and Salunkhe, 1979).

Si bien en los cereales, la lisina es un aminoacido limitante como podemos
observar en la Tabla 6; el arroz contiene cantidades considerables de este
aminoéacido esencial (Juliano, 1985; Chandi and Sogi, 2007a). Las cantidades en
salvado oscilan entre 3,99 y 5,3 g de lisina/100g de proteina (Wang et al., 1999 y
Tang et al., 2003 respectivamente), se localiza fundamentalmente en las capas
externas por este motivo la proteina del arroz integral tiene mayor contenido de
lisina que el pulido (Baldi et al., 1976; Cagampang et al., 1976; Villareal and
Juliano, 1978) y dentro de la fraccion glutelina la subunidad acida es la de mayor
contenido (Juliano, 1980). Mientras que las albuminas y glutelinas son ricas en
lisina, las prolaminas al igual que en otros cereales, presentan bajos niveles de este
aminoécido.

Las prolaminas poseen altos contenidos de glutamina, histidina, cisteina y
metionina (Mandac and Juliano, 1978; Padhye and Salunkhe, 1979; Shyur et al.,
1994). Esta fraccion es rica en leucina, tirosina, fenilalanina pero es la que presenta
menor contenido de arginina y glicina (Juliano, 1980). Se diferencian de las
prolaminas de maiz, trigo, cebada y centeno, ya que no presentan secuencias
repetitivas ricas en prolina.

La fraccion globulinas es rica en aminoacidos azufrados cisteina y metionina
(Juliano, 1985).

Los aminoacidos mas abundantes en fraccion glutelinas son &cido
glutamico/glutamina, acido aspartico/asparagina, arginina, glicina alanina vy
treonina (Wen and Luthe, 1985; Juliano, 1985). Esta composicion influye en gran
medida sobre su solubilidad. Los grupos aminos en las cadenas de glutamina y
asparagina juegan un importante rol promoviendo la asociacion de las moléculas de
glutelinas mendiante puentes hidrogeno (Anderson et al., 2001). No obstante las
subunidades tienen diferente composicion aminoacidica, la subunidad basica tiene
mas leucina, tirosina, acido aspartico y menos glutamico que la subunidad &cida
(Villareal and Juliano, 1978).

Para que estos aminoacidos sean aprovechados es necesario que los mismos
puedan ingresar al torrente sanguineo para lo cual las proteinas deben ser
adecuadamente digeridas.

Esta digestion es realizada por las enzimas proteoliticas del tracto intestinal,
primero por la pepsina, presente en el jugo gastrico, y luego por las proteasas
segregadas por el pancreas (tripsina, quimiotripsina, caboxipeptidasas A y B y
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elastasa) y por las células de la mucosa intestinal (aminopeptidasas vy
dipeptidasas). La mayor parte de estas enzimas catalizan la hidrolisis de enlaces
peptidicos especificos. Los aminoacidos libres y los pequefios péptidos se absorben
a través de las células en cepillo y de borde estriado de la mucosa intestinal.
Existen mecanismos especificos de absorcion de péptidos de aminoacidos neutros,
acidos y basicos. La mayor parte de los péptidos absorbidos son hidrolizados en el
interior de las células intestinales. Los aminoacidos absorbidos pasan luego a la
vena porta para su transporte al higado.

Algunos factores como el calor, pueden incrementar la digestibilidad al
modificar la estructura terciaria y secundaria o sea al desnaturalizar la proteina
(Cheftel et al., 1993).

La digestibilidad resulta un factor muy importante, determinante de la
capacidad de la proteina de ser utilizada en mezclas dietarias.

Como podemos observar en la Tabla 2, la digestibilidad del nitrégeno en
arroz asi como la proteina neta utilizable es la mayor de los 7 cereales comparados
(Juliano, 1985). Estudios realizados sugieren que la proteina producida mediante
extraccion alcalina presenta mayor digestibilidad que la de la harina (Kumagai et
al., 2006) y que la obtenida por degradacion del almidén (Morita and Kiriyama,
1993; Kumagai et al., 2006). Morita and Kiriyama (1993) han encontrado que
dietas con un 40-50% de aislado proteico de harina de arroz tiene digestibilidad
similar a formulaciones con un 25% de caseina.

Si bien los cuerpos PB-l1 son practicamente indigeribles (Furukawa et al.,
2003; Nishimura et al., 2009), la digestibilidad de la proteina de arroz cocido en
humanos oscila entre un 80-87% (FAO, 2008) y un 85-90% (FAO/WHO/UNU,
1985). La digestibilidad varia segun las fracciones proteicas, estudios realizados por
Steenson and Sathe (1995) indican que las prolaminas son mas resistentes a la

digestion enzimaética in vitro que las albuminas y globulinas.

La proteina de arroz es facilmente extraida por tratamiento alcalino de tipo
industrial y por su alta calidad puede ser utilizada en manufactura de alimentos
(Kumagai et al., 2006). Posiblemente la preparacién de concentrados y aislados
proteicos estaria potenciando la posibilidad de obtener ingredientes proteicos con

mejorada digestibilidad.
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1.5 Concentrados y aislados proteicos

1.5.1 Generalidades

La disponibilidad de fuentes proteicas vegetales junto con la tendencia a
reducir la ingesta de proteinas animales, hace que en los dltimos afios se esté
produciendo un gran desarrollo en los procesos de extraccion y mejora de proteinas
vegetales para su uso en la alimentacion humana.

Se denominan concentrados proteicos a productos alimenticios sélidos o
semisoélidos conteniendo entre 60 y 80% de proteina, mientras que un aislado es
un ingrediente con un contenido proteico superior al 80%.

La mejora de la nutricion es la razén primera para el uso de los concentrados
y aislados proteicos en férmulas infantiles, bebidas nutritivas para adultos y
suplementos (Vioque et al., 2001). Las ventajas de estos ingredientes proteicos es
que permite su inclusion en formulaciones adecuadas a distintos requerimientos, ya
sea para personas con alteraciones de salud especificas o proporcionando beneficios
a personas con un alto nivel de colesterol o triglicéridos en sangre (Vioque et al.,
2001). En los ultimos afios se han producido aislados proteicos de otros cultivos
como colza (Mahajan and Dua, 1995), trigo (Hettiarachchy et al., 1996; Ahmedna
et al., 1999), maiz (Lin and Zayas, 1987), garbanzo (Sanchez-Vioque et al., 1999),
girasol (Saeed and Cheryan, 1988), Phaseolus (Apostolatos, 1984) y amaranto
(Martinez and Afdn, 1996).

En arroz, la via mas conveniente y simple para obtener productos de alto
contenido proteico resulta ser la extraccion alcalina seguida de una precipitacion
acida (Shih, 2003). No obstante se han estudiados diversos métodos enziméaticos y
fisicos con el propésito de conservar o mejorar las propiedades nutricionales y

funcionales del producto obtenido.

1.5.2 Concentrados y aislados proteicos de arroz

Con la finalidad de utilizar la proteina del arroz a partir de los co-productos
del molinado se han propuestos diferentes procesos de obtencién de concentrados y
aislados proteicos. Los co-productos mas utilizados para tal fin han sido el salvado
de arroz y el grano pulido o quebrado. Las principales metodologias pueden
agruparse en: extraccion alcalina, métodos enziméaticos y fisicos. Los trabajos se
iniciaron en 1966 con Cagampang et al. quienes realizaron una extraccion del 97%

de la proteina del endosperma del grano de arroz con NaOH 0,1 N durante 6 hs.
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Los estudios realizados para la obtenciéon de aislados y concentrados
proteicos pueden ordenarse segun la extracciéon se haya realizado a partir del a)
salvado o b) endosperma y por medio de solventes alcalinos, métodos enziméaticos

0 métodos fisicos.

1.5.2a Obtencidn de aislados y concentrados proteicos a partir del salvado

Extraccion alcalina. Los trabajos a partir de salvado de arroz comenzaron
en 1969 con Lynn, Chen and Houston (1970); Desikachar and Parpia (1970);
Barber and Barber (1974), Lew et al. (1975); le siguié Connor et al. (1976) quienes
propusieron una extraccién con hidréoxido diluido a 24°C obteniendo concentrados
de 33-38% de proteina en peso, Betschart et al. (1977); Maki and Misao (1983);
Bera and Mukherjee (1989). Posteriormente, Prakash and Ramnatham (1995)
propusieron extraccién a pH 11 obteniendo concentrados de 71-73%, 39,5 y 54,5%
de proteina en peso segun se partiera de salvado de arroz no estabilizado,
estabilizado con calor o parbolizado. En forma similar, Gnanasambandam and
Hettiarachchy (1995) a partir de un producto comercial de salvado de arroz
estabilizado y no estabilizado con calor sugirieron extraer a pH 9,5 durante 30 min
obteniendo concentrados de 71,5 y 50,9 % de proteina en peso respectivamente.
En la actualidad, Chandi and Sogi (2007a) estudiaron aislados proteicos extraidos
de diferentes variedades de arroz a pH 9 durante 1h logrando concentraciones
entre 52,5 y 90,6% de proteina segun variedad.

Métodos enzimaticos. En esta metodologia las enzimas actian sobre
extracciones acuosas. En general las proteasas resultan mas efectivas que las
carbohidrasas. Los estudios se iniciaron con Ansharullah et al. (1997) removiendo
la pared celular con carbohidrasas como celulasas, pectinasas, hemicelulasa y
xilanasas. Posteriormente, Hamada en 1999 y 2000 obtuvo aislados a partir de
hidrdlisis con proteasas alcalinas. Wang et al. (1999) obtuvieron aislados con un
92% de proteina en peso utilizando glicosidasas y en la actualidad aparecen los
trabajos de Shih and Daigle (2000) y Tang et al. (2003) utilizando en forma
combinada proteasas y carbohidrasas.

Métodos fisicos. Si bien son mas deseables porque no producen
alteraciones en las proteinas, son mas costosos. Anderson and Guraya (2001)
proponen la extraccidon con agua a partir de salvado de arroz formando primero una
suspension coloidal que se somete a homogeneizacibn y se separa por

centrifugacion.
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1.5.2b Obtenciéon de aislados y concentrados proteicos a partir del

endosperma

Extraccion alcalina. Hasta un 97% de proteina basicamente glutelina
puede ser extraida con una solucion de hidréxido de sodio o de potasio 0,1 N
(Cagampang et al., 1966; Tecson et al., 1971).

Métodos enzimaticos. Debido a que el endosperma es mayoritariamente
almidon se utilizan enzimas como amilasa, glucoamilasas y pululanasas para
separar la proteina de la harina de arroz por solubilizacién y remociéon del almidon.
Morita and Kiryama (1993) han recuperado hasta un 90% de la proteina mediante
la utilizacion de a-amilasa a 97°C durante 2 horas. Shih and Daigle (1997) logran
concentrados de 47-65% de proteina mediante un tratamiento con a-amilasa a
90°C durante 45 minutos.

Métodos fisicos. Kung et al. (1987) han separado por centrifugacion una

emulsidon de harina de arroz en presencia de esteroil lactilato de sodio.

1.6 Propiedades funcionales

Se puede definir como toda propiedad no nutricional que imparte a un
alimento o ingrediente determinadas caracteristicas sensoriales o determinado
comportamiento fisico, durante su preparacién, procesamiento, almacenamiento o
consumo (Cheftel et al., 1989, Schwenke, 2001). No solo son importantes en
definir la calidad del producto final, sino también en facilitar el proceso de
produccion.

Las propiedades funcionales son un reflejo de las propiedades intrinsecas de
la proteina per se. Estas dependen del tamafio molecular, forma, composicion
aminoacidica, secuencia, carga y distribucion de la misma, estructura secundaria
(a-hélice, B-plegada y estructuras aperiddicas), ordenamientos terciarios y
cuaternarios de los segmentos peptidicos, cross-linking intra e inter caternarios,
relacion hidrofobicidad/hidrofilicidad y relacion rigidez/flexibilidad en respuesta a las
condiciones externas. Estas propiedades pueden ser alteradas por diversos factores
tales como condiciones de procesos, métodos de aislamiento, factores ambientales
(pH, temperatura, fuerza iénica, constante dieléctrica del medio), interacciéon con
otros componentes (agua, iones, lipidos, hidratos de carbono, proteinas),
concentracion de la proteina, modificaciones sufridas por métodos fisicos, quimicos

y enzimaticos, entre otros.

17



Proteinas de arroz: propiedades estructurales y funcionales INTRODUCCION

Las propiedades funcionales se pueden clasificar en tres grupos segun la
interaccion que predomine en el proceso (Cheftel et al., 1989 y Bourgeois and Le
Roux 1986):

Propiedades dependientes de la interaccion agua-proteina (hidratacion,
solubilidad, capacidad de retencidon de agua, capacidad de imbibicion de agua)

e Propiedades superficiales (habilidad para formar espumas y emulsiones)

e Propiedades dependientes de la interaccion proteinas—lipidos

e Propiedades dependientes de la interaccion proteina-proteina (gelificacion,
texturizacién: formacién de peliculas por coagulacién térmica, formacion de
fibras).

1.6.1 Propiedades dependientes de la interaccidn agua-proteina

El agua es un ingrediente universal en los sistemas alimentarios. La
interaccion proteina-agua determina las propiedades de hidratacion que influyen en
aquellos aspectos inherentes a la formulacién, procesamiento y almacenamiento de
los alimentos (Pilosof, 2000). La base de la interaccion fisicoquimica del agua con
los ingredientes alimenticios es una materia de investigacion extensa. Las
propiedades de hidratacion de las proteinas son consecuencia de su capacidad para
interaccionar con las moléculas de agua a través de grupos polares y no polares
presentes en su estructura. Los grupos polares interactian con el agua a través de
puentes de hidrégeno, enlaces dipolo-dipolo e interaccién con grupos ionizados, en
tanto que los no polares lo hacen mediante el proceso, termodinamicamente
favorable, denominado hidratacion hidrofébica. Cuando el agua es agregada en
exceso a un alimento, parte del agua interactla con los sdlidos y constituye el agua
ligada y el resto es agua libre. Las proteinas que contienen numerosas cadenas
polares laterales junto con las uniones peptidicas, resultan hidrofilicas. Por lo tanto,
tienden a absorber y retener agua cuando estan presentes en sistemas de
alimentos. En el caso de los grupos ionizables la polaridad es afectada por las
condiciones de pH. La retencién de agua estd a un minimo cuando el pH esta
cercano al punto isoeléctrico y se incrementa rapidamente cuando el pH aumenta o

disminuye (Wijeratne, 2005).
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H,0 (vapor) ADSORCION
PROTEINA | HINCHAMIENTO |
DESHIDARATADA
ABSORCION .
H,0 (liquida) SOLVATACION
l DISPERSION
H,0
| soLusiLiDAD |

Figura 4. Etapas de la hidratacion vy
propiedades funcionales involucradas (Pilosof,
2000).

En la Figura 4 se ve representado el esquema del proceso de hidratacion de
una proteina. De acuerdo a Hardy et al. (2002) y Pilosof (2000) en el mismo se
pueden reconocer diversas etapas:

a) Adsorcion de agua es la capacidad de un alimento de adsorber agua
espontaneamente cuando se lo coloca en una atmésfera con un porcentaje de
humedad relativa mayor a la que posee.

b) Absorciéon de agua indica la aptitud de un material de embeber agua
espontaneamente en su estructura por inmersion o cuando se lo pone en contacto
con una superficie que se mantiene humeda. Este es un parametro importante
desde el punto de vista tecnoldgico. En productos horneados, una alta capacidad de
absorcion de agua contribuye a reducir la pérdida de humedad de los productos
envasados, lo que permite que se mantengan frescos (Chandi and Sogi, 2007a).
Por otro lado, es una propiedad fundamental vinculada a la practica de
rehidratacion que normalmente se realiza antes de la utilizacibn de cualquier
ingrediente proteico.

¢) Hinchamiento o “swelling” se refiere al cambio de volumen que acompafa a la
hidratacion.

d) Solvatacion o dispersabilidad es la propiedad de un aislado proteico
deshidratado en polvo que permite que el mismo se disperse uniformemente al
ponerse en contacto con el agua.

e) Solubilidad en proteinas alimentarias representa la capacidad de una miscela
proteica de formar una solucién coloidal. Este proceso involucra, simultdneamente,

humectacién, hinchamiento, solvatacion y disolucion.
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1.6.1a Solubilidad

Desde un punto de vista termodinamico, la solubilidad supone: separacion
de moléculas del disolvente, separacion de moléculas de proteina y dispersion de
estas ultimas en las primeras con maxima interaccion entre proteina y disolvente.
Para ser soluble, la proteina debe, por consiguiente, interaccionar tanto cuanto sea
posible con el disolvente (puentes de hidrégeno, dipolo-dipolo, e interacciones
ibnicas). La solubilidad depende de factores como el pH, la fuerza i6nica y la
temperatura, entre otros.

Influencia del pH: A valores de pH superiores o inferiores al punto isoeléctrico, la
proteina arrastra una carga eléctrica negativa o positiva y las moléculas de agua
pueden interaccionar con estas cargas contribuyendo asi, a la solubilizacién.
Ademas, las cadenas proteicas que llevan cargas eléctricas del mismo signo tienen
una tendencia a repelerse y a disociarse o desplegarse. Si se representa la
solubilidad de una determinada proteina en funcién del pH, suele obtenerse una
grafica en forma de V o de U, cuyo minimo se corresponde con el punto
isoeléctrico. Esta caracteristica es utilizada para la extraccibn de numerosas
proteinas, especialmente las procedentes de semillas. A valores del pH no alejados
del punto isoeléctrico, las cargas netas son lo suficientemente bajas como para
permitir que las cadenas polipeptidicas se aproximen y se formen algunos
agregados, lo que puede conducir a la precipitacion proteica. La velocidad de la
precipitacion proteica aumenta cuando la densidad global de los agregados difiere
considerablemente de la del disolvente y cuando el didmetro de los agregados
neoformados es considerable.

Influencia de la fuerza idnica: a concentraciones salinas elevadas, la solubilidad
de la proteina desciende, lo que puede conducir a la precipitacion. Este efecto
(precipitacion por salado) es consecuencia de la competencia entre la proteina y los
iones salinos por las moléculas de agua necesarias para sus respectivas
solvataciones. A altas concentraciones salinas no hay suficientes moléculas de agua
disponibles para la solvatacion de la proteina, puesto que la mayor parte de las
moléculas de agua estan fuertemente ligadas a las sales. Asi, las interacciones
proteina-proteina dominan sobre las interacciones proteina-agua, lo que puede
conducir a la formacién de agregados seguida por la precipitacién de las moléculas
proteicas.

Influencia de la temperatura (a pH y fuerza i6nica constantes): En general, la

solubilidad de las proteinas aumenta con la temperatura, entre O y 40-50 °C.
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Cada una de las etapas de hidratacion proteica tendré relevancia de acuerdo
al sistema alimentario que se trate. La adsorcién es importante en productos de
bajo contenido de agua y en procesos de secado y almacenamiento; la absorcion-
hinchamiento-retencion en productos semisolidos como embutidos, masas, geles
por la influencia que tiene sobre la textura de los mismos (Cheftel et al., 1993) y la

solubilidad en bebidas y productos emulsionados o espumados.

1.6.1b Capacidad de retencion de agua (WHC)

La capacidad de retencién de agua (WHC) se define como la capacidad de un
alimento hidratado para retener agua en la matriz proteica, cuando es sometida a
fuerzas externas como la centrifugacion, compresioén, vacio o presion osmdatica.
Esta fraccion de agua puede ser asimilable a la suma del agua capilar y el agua
unida por puentes de hidrogeno a los grupos de la proteina. Esta propiedad
funcional depende no solo del tamafio de los poros y de los capilares sino también
de las caracteristicas de las moléculas proteicas como interacciones hidrofdbicas,
puentes hidrogeno, puentes disulfuro, acidos, bases y de fuerzas de Van der Waalls
presentes. Asimismo se ve influida por parametros del medio como fuerza iénica
especies io6nicas, pH, temperatura y el tiempo consumido en alcanzar el equilibrio
(Kneifel et al., 1991). La capacidad de los ingredientes proteicos de absorber y
retener agua juega un importante papel en la textura de diversos alimentos
especialmente en masas horneadas (Cheftel et al., 1993) y en la viscosidad
intrinseca, importante especialmente, en la elaboracion de quesos, masas dulces y
variados productos no alimenticios (Kneifel et al., 1991).

Esta propiedad esta vinculada directamente con la solubilidad; Were et al.

(1997) encontraron relacién entre WHC y solubilidad en aislados proteicos de soja.

1.6.1c Capacidad de imbibiciéon de agua (WIC)

La capacidad de imbibicién de agua (WIC) se define como la capacidad de un
alimento deshidratado para absorber agua espontaneamente contra la fuerza de
gravedad. Segun Chou and Morr (1979) el proceso de hidrataciéon de una proteina
deshidratada consta de las siguientes etapas: adsorcién de las moléculas de agua
por fijacién en zonas polares, adsorciéon multicapa de agua; condensacién de agua

liquida; hinchamiento y solvatacion o dispersion.
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1.6.2 Propiedades de superficie

Las espumas y emulsiones estan presentes en la mayoria de los alimentos
procesados. Existe una gran variedad de espumas o batidos en alimentos de
consistencias muy diversas, tales como merengues, malvaviscos, productos de
pasteleria-confiteria, cremas batidas, aderezos, algunas pastas, helados, suflés,
espuma de cerveza, incluso en el pan.

Las propiedades superficiales requieren un grado de hidratacion y de
solubilizaciéon proteica elevado (Chandi and Sogi, 2007a). En los alimentos basados
en emulsiones y espumas, las proteinas desempefian un rol fundamental como
agentes tensioactivos (Cheftel et al., 1989; Wilde and Clark, 1996; Damodaran,
1997).

Una espuma o una emulsién alimenticia es una dispersion de burbujas de
gas o de gotitas en una fase continua liquida o semiliquida, ambas fases no
miscibles. La proteina, como agente tensioactivo, es la principal responsable de
esta propiedad ya que forma una barrera protectora conteniendo las burbujas o
gotitas. La habilidad de las proteinas para actuar como agentes tensioactivos y
estabilizar espumas y emulsiones depende de su habilidad para adsorberse a las
interfases, reducir la tension interfasial y formar un film cohesivo. Las proteinas,
contribuyen tanto a la formacion como a la estabilidad de la emulsion (Cheftel et
al., 1993). Estas son buenos agentes espumantes o emulsionantes debido a que
por su naturaleza anfifilica, tienen accién tensioactiva, y por su tendencia a
desnaturalizarse y agregarse en interfases, forman peliculas de rigidez y elasticidad
variables (Wagner, 2000). Se supone que una vez que una zona de una molécula
proteica ha hecho contacto con la interfase los restos aminoacidicos apolares se
orientan hacia la fase no acuosa, la energia libre del sistema disminuye y el resto
de la proteina se adsorbe espontdneamente. Durante la adsorcion, la mayor parte
de las proteinas sufren un acusado desplegamiento y si se halla disponible una
superficie grande, se extiende formando en ella una capa monomolecular (1mg/m?,
10-20 A de espesor) (Cheftel et al., 1993). La proteina se adsorbe en la interfase
gotas de aceite o aire (fase dispersa)/disolucion acuosa (fase continua) vy
contribuyen a las propiedades fisicas y reoldgicas (espesor, viscosidad y elasticidad-
rigidez) que determinan la resistencia del sistema. La formacién de este sistema
requiere aporte de energia, proporcional a la superficie creada y a la tensién entre
las fases. Es un sistema termodinamicamente inestable debido a la elevada area
interfasial creada, acompafiada por una alta tension superficial, lo cual genera un

aumento de la energia libre del sistema.
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1.6.2.a Espumas

Al estudiar las propiedades de las proteinas se debe distinguir entre la
capacidad de formacion de espuma que estas presenten y su capacidad para
estabilizar el sistema. La primera esta relacionada con la velocidad de las proteinas
de migrar y adsorberse rdpidamente en la interfase y formar una lamela alrededor

de la burbuja, proceso que se ve representado en la Figura 5.

a.transporte  b.penetracion c.reorganizacién

aire

agua

Figura 5. Proceso de adsorcion de proteinas. a) difusion a la interfase
b) adsorcién, c) reorganizacién estructural (Wilde y Clark, 1996)

Para que esto ocurra, la proteina debe ser soluble, flexible, tener baja masa
molecular y poseer un balance adecuado lipofilico-hidrofilico. No todas las proteinas
pueden espumar, y aquellas que lo hacen varian ampliamente en su capacidad
espumante (MacRitchie, 1998). Paralelamente, para que el sistema resulte estable,
esta pelicula creada debe mantenerse en el tiempo; para lo cual, debe poseer
determinadas propiedades reoldgicas que le confieran resistencia, cierta rigidez y
flexibilidad e involucran las estructura secundaria y terciaria de la proteina (Tang et
al., 2003). Las moléculas de proteina tienen que asociarse entre si ya sea por
interacciones hidrofébicas o por puentes disulfuro para formar agregados de gran
tamafo, minima carga superficial y alta capacidad de absorcién de agua (Wagner,
2000). Debido a que el sistema es termodindmicamente inestable se produce la
destabilizacion de la espuma. Este proceso involucra mecanismos como: drenaje
de liquido por efecto de la fuerza de gravedad; acumulacién de burbujas en la parte
superior del recipiente por flotacion y maduracion de Ostwald, las burbujas grandes

crecen a expensas de las pequefias (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de los procesos de
desestabilizacion de una espuma (Wagner, 2000)

Se puede observar que con el pasar del tiempo las espumas pueden colapsar
por ruptura de las peliculas creadas por las proteinas y las burbujas adoptan una
forma poliédrica (Wagner, 2000).

Las propiedades espumantes se ven afectadas por factores dependientes del
medio como son la concentracion y solubilidad proteica, el pH, la concentracién y
tipo de sales e hidratos de carbono presente en la solucibn o suspension

considerada.

1.6.2.b Emulsiones

Las emulsiones son dispersiones de dos liquidos no miscibles, uno se
encuentra bajo la forma de pequefias gotitas dispersas y el otro es la fase continua
dispersante. La mayor parte de las emulsiones alimenticias son emulsiones de
aceite en agua o bien agua en aceite. La estabilidad de una emulsién esta entonces
determinada o afectada por distintos factores como son la distribucion del tamafo
de gota (generalmente en el rango de 0,1-100um), la viscosidad de la fase
continua, la temperatura, la diferencia de densidad entre fases, la relacion
volumétrica entre fase, las propiedades de la pelicula interfacial y el trabajo
mecanico (agitacion, batido) al que se somete la emulsién (Wagner, 2000).

El proceso de emulsificacion involucra la formaciéon estabilizacion y
desestabilizacion de la emulsién. Semejante al proceso descripto en las espumas, la
formacién de una emulsién depende de la r4pida adsorcion, desenrollamiento en la
interfase y reorientacion de las proteinas. Desde el momento en que se forma una
emulsién, por dispersion de una fase en otra, comienza simultaineamente el proceso
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de desestabilizacion, que tiende a una disminucion del area interfacial y origina
finalmente la separacion parcial o total de las dos fases inmiscibles. Segun Halling
(1981), los mecanismos que contribuyen simultanea y sinérgicamente a la
desestabilizaciéon de una emulsidon son la desproporcion, la floculaciéon, el cremado,
la coalescencia y la inversion de fase. La desproporcion es el crecimiento de las
gotas de mayor tamafio a expensas de las mas pequefias. La floculacion es la
aproximacion e interaccion de las gotas entre si, que conduce a la formacion de
agregados o “floculos”; la velocidad de este proceso depende de la naturaleza de
los grupos constitutivos (provenientes de los residuos polares de las cadenas
polipeptidicas, de fosfolipidos, de sales). El cremado es la separaciéon de la
dispersién en una emulsidbn “concentrada” superior y una emulsion “diluida”
inferior, debido a la diferencia de densidad entre la fase continua y la dispersa. La
emulsién “concentrada” esta constituida mayoritariamente por la fase dispersa y se
denomina fase cremada. El proceso de cremado esta favorecido por el mayor
tamafio de la gota y por la floculacién, ya que los agregados “creman” mas
rapidamente que las gotas aisladas. Estos dos procesos, floculacion y cremado, se
pueden revertir generalmente con una agitacibn mas o menos vigorosa. Ambos
procesos, junto a la desproporcion, son los precursores de la coalescencia, la cual
es irreversible. La coalescencia resulta de la ruptura del film interfacial, fusion de
las gotas y separacion final de las dos fases. La resistencia a la coalescencia
depende de numerosos parametros como son las propiedades reologicas del film
proteico interfacial, la viscosidad de la fase continua, la distribucion de tamario de
gota, la temperatura y la relacion entre fases. La inversion de fase es la
transformacién de una emulsion aceite/agua en agua/aceite, o a la inversa, ocurre
generalmente en emulsiones con alta relacion fase dispersa-fase continua cuando
es sometida a un trabajo mecanico enérgico.

La capacidad de formar y estabilizar una emulsién estd altamente
relacionada con la solubilidad de la proteina (Bera and Mukherjee, 1989; Cheftel et
al., 1993) y con la flexibilidad de las moléculas (Paranam et al., 2007). Las
proteinas no disueltas contribuyen muy poco a la emulsién (Cheftel et al., 1993). El
pH también influye sobre esta propiedad ya que en sus puntos isoeléctricos son

escasamente solubles (Cheftel et al., 1993).
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1.6.3 Propiedades dependientes de la interaccion proteinas — lipidos

1.6.3a Absorcién de aceite

A veces resulta conveniente que los ingredientes proteicos deshidratados
adsorban cierta cantidad de aceite y la retengan (Cheftel et al., 1993). Esta
propiedad es esencial en la formulacion de sistemas alimentarios como salchichas,
batidos, mayonesas o aderezos salados. La materia grasa en un alimento es
fundamental para aumentar la palatabilidad del mismo.

En numerosos alimentos son frecuentes las interacciones entre proteinas y
lipidos, sobre todo fosfolipidos y triacilgliceroles. En estas interacciones no
participan enlaces covalentes sino interacciones hidrofébicas entre cadenas
alifaticas apolares de los lipidos y regiones apolares de las proteinas. Los
triacilgliceroles neutros se ligan a las proteinas a través de interacciones
hidrofébicas y pueden eliminarse mediante solventes apolares; los fosfolipidos en
cambio, se ligan aun mas intensamente a través de enlaces polares y para
separarlos se necesita recurrir a disolventes polares. La interaccion proteina-lipido
esta relacionada con la solubilidad: las proteinas insolubles son las que mayor
cantidad de aceite fijan y tanto mas cuanto mas hidrofobas sean (Cheftel et al.,
1993). Las lipoproteinas de baja densidad, en polvo, con tamafo de particula
pequefio adsorben o atrapan mas aceite que las de alta densidad (Cheftel et al.,
1993).

1.7 Propiedades funcionales de proteinas de arroz

El estudio de las propiedades funcionales de las proteinas de arroz se inicio
sobre concentrados y aislados de salvado de arroz con evaluaciones de solubilidad
(Chen and Houston, 1970), posteriormente se estudi6 la capacidad espumante y su
relacién con la estructura (Kinsella, 1981) y la variacion de la capacidad espumante
y emulsificante con el pH y la fuerza i6nica (Bera and Mukherjee, 1989)
continuando hasta la actualidad con estudios mas detallados evaluando, ademas,
propiedades de hidratacion y absorcidén de aceite (Chandi and Sogi, 2007a).

A partir del afio 2000 y hasta nuestros dias la investigacién se ha centrado
en el estudio de las propiedades funcionales de hidrolizados proteicos: Hamada
(2000) estudia solubilidad y capacidad emulsificante, Tang et al. (2003) agregan
capacidad espumante e hidrofobicidad superficial y en nuestros dias

Bandyopadhyay et al. (2008) estudian solubilidad, capacidad espumante y
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emulsificante a partir de hidrolizados de arroz pero con diferente grado de
hidrodlisis.

Solo unos pocos trabajos evallan las propiedades funcionales de las
fracciones proteicas (Ju et al., 2001) o solamente de las glutelinas (Anderson et al.,
2001; Tang et al., 2002; Agboola et al., 2005). Menor aun es la cantidad de
trabajos que estudian las diferencias de las propiedades funcionales entre

variedades diferentes de arroz (Agboola et al., 2005).

Si bien la proteina de arroz es valorada por su sabor suave, la ausencia de
color, su riqueza en aminoacidos esenciales, y por ser hipoalergénica, es escasa y
fragmentaria la informacién con que se cuenta hasta el momento sobre diferentes
modos de preparaciéon de aislados proteicos provenientes de grano integral 6
pulido, y la diferente funcionalidad que estos aislados puedan presentar al
obtenerse a partir de variedades especificas. Como fuera mencionado en la Estacion
Experimental “Julio Hirschhorn”, La Plata, Buenos Aires, Argentina y en el marco del
Programa de Incentivos Docentes, el Programa Arroz de la Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales ha desarrollado la variedad Nutriar con un 30% mas de
proteina que los cultivares normales. Dependiendo de la ubicaciéon y la fraccion
proteica a la que pertenezca, esta proteina extra podria presentar propiedades que
permitan un mejoramiento en la obtenciébn de aislados proteicos con buenas

propiedades funcionales.

1.8 Hipdtesis de trabajo y objetivos

Por todo lo anterior se ha elaborado la siguiente hipoétesis de trabajo:

A partir de la variedad de arroz Nutriar, de alto contenido en proteinas, se

podrian obtener aislados proteicos de buena calidad nutricional y funcional.
En el marco de esta hipétesis nos hemos propuesto los siguientes objetivos:
Objetivo general

- Estudiar las proteinas de arroz de la variedad Nutriar desde el punto de vista

estructural y funcional provenientes de grano pulido e integral. Compararlas

con las de una variedad de amplio uso local, de calidad tropical.
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Objetivos particulares

Determinar la composiciéon proteica, cuali y cuantitativamente de la variedad
Nutriar en comparacion con la variedad de referencia.

Explorar distintos métodos de preparacion de aislados proteicos mediante la
variacion del pH de extraccion de proteinas. Eleccion del método mas
adecuado.

Caracterizacion estructural, nutricional y funcional de los aislados obtenidos

con la metodologia de eleccion.
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1l - MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales: Semillas y harinas

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron granos de arroz cascara de las variedades Nutriar FCAyF

(Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, Universidad Nacional de La Plata) de

alto contenido proteico y El Paso 144 ROU, variedad de amplia difusion local

(Figuras 1y 2).

El material se obtuvo de los ensayos que se condujeron en la Estacidon

Nutriar El Paso 144

Figura 1: variedades Nutriar

Hirschhorn, La Plata, Bs. As.

y El
cultivadas en la Estacion Experimental

Paso 144
Julio

Experimental Julio
Hirschhorn (Lat.:
34°52°S y Long.:
57°57°"W) de Ila
Facultad de
Ciencias Agrarias y
Forestales de |la

Universidad
Nacional de La
Plata.

Los granos

fueron cosechados

maduros, trillados en forma manual y secados en estufa a 40°C hasta humedad de

13,5%. Se obtuvieron las fracciones de grano integral y pulido por medio de un

molino experimental (tipo universal Giudetti y Artioli, USA).

Las harinas de grano integral y pulido fueron molidas en la catedra de

Cerealicultura de la Facultad
antes mencionada utilizando
un molino Udy, de 1 mm de
mesh y tamizadas a través
de un cedazo de mesh 10xx.
Las harinas asi obtenidas, se

almacenaron a 4 °C.

Nutriar

El Paso 144

Figura 2: grano pulido de las variedades Nutriar

y El Paso 144
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2.2 Preparacion de muestras

2.2.1 Extraccion de las fracciones y subfracciones proteicas

A partir de harina integral de las variedades Nutriar y El Paso 144 se realiz6
una extraccion secuencial de las distintas fracciones proteicas segun el método de
Osborne moaodificado. La relacion "harina/solvente de extraccion (gr/ml)" fue de
1/10 en todos los casos. En primera instancia se extrajo la fraccion albuminas
utilizando agua destilada como solvente. Luego de 60 minutos de agitacion
constante la suspension harina/agua se centrifugdé a 15.000 rpm durante 20
minutos a 20 °C y se separd el sobrenadante. Con el residuo precipitado se
procedié a la extraccion de las globulinas utilizando Buffer A: K,HPO, 32,5 mM,
KH,PO, 2,6 mM (pH 7,5) conteniendo NaCl 0,4 M. Después de 60 minutos de
agitacion se centrifugd, se separd el sobrenadante y a partir del precipitado se
realizé la extraccion de glutelinas (NaOH 0,1N). Por ultimo a partir de este residuo

se extrajo la fraccién prolamina con etanol al 70%o.

En una preparacion independiente se obtuvieron las subfracciones Gt0,01
y GtO,1 a partir del residuo remanente luego de la extraccién de globulinas. La
subfraccion Gt0,01 se extrajo utilizando NaOH O0,01N con agitacion constante
durante 60 minutos a 25°C. Se centrifugd a 15000 rpm, durante 20 minutos, a
20°C. El precipitado se re-suspendié con NaOH 0,1N y se extrajo la subfraccion

Gt0,1 en forma similar a la anterior.

2.2.2 Extraccion de proteinas totales

Se realiz6 la extraccion de proteinas a pHs 2, 9, 10, 11 y 12 a partir de
harina de arroz pulido e integral de las variedades Nutriar y El Paso 144 con una
relacion final harina/solucién de extracciéon de 1:10 p/v. En el caso de pH 2 se
disolvié la harina en agua destilada y se mantuvo el pH con HCI 0,1N durante 60
minutos con agitaciéon constante, a temperatura ambiente. En los casos de
extraccién alcalina se procedié del mismo modo pero manteniendo el pH con NaOH
0,1N. Después de cada extraccion se centrifugé a 15.000 rpm, durante 20 minutos,
a 20°C y se conservo el sobrenadante.

En todos los casos se cuantificd el contenido proteico o rendimiento en la

extraccion del sobrenadante mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951).
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2.2.3 Preparacion de aislados proteicos

En el caso de las subfracciones (Gt0,01 y Gt0,1) y los aislados a pH 12 a
partir de los sobrenadantes obtenidos en la forma descripta se obtuvieron los
liofilizados proteicos de la siguiente manera:

En cada caso el sobrenadante se llevd a pH 6. El precipitado proteico
obtenido se separd por centrifugacion a 12.000 rpm, durante 20 minutos, a 8 °C. El
mismo se re-resuspendid en agua destilada ajustando el pH a 7,0. Se congeld a -80
°C vy se liofilizé en un equipo Heto modelo FD4. Los liofilizados se mantuvieron en
camara (4°C).

El contenido proteico de los aislados se cuantificé por el método de micro-
Kjeldahl de acuerdo con la AOAC (1970). El factor de conversién utilizado fue 5,95
(Juliano, 1985).

2.3 Electroforesis

2.3.1 Reactivos generales

Buffer de electrodo: hidroximetil aminometano-HCI (Tris-HCI) 0,025 M, glicina
0,192 M (pH 8,3), con o sin dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1% p/v, para
electroforesis desnaturalizante o nativa respectivamente.
Buffer de gel apilador o de concentracion: Tris-HCI 0,125 M (pH 6,8) con o sin SDS
0,1% p/v.
Buffer de gel separador: Tris-HCI 0,375 M (pH 8,8) con o sin SDS 0,1% p/v.
N7, N7, N7, N7, tetrametiletilendiamina (TEMED): en ambos buffers (separador o
apilador) se utilizé una concentraciéon 0,1% v/v.
Buffer de tratamiento para electroforesis bidimensional: Tris-HCI 0,0625 M (pH
6,8), SDS 0,1% p/v, sacarosa 20% p/v, con o sin 2-ME 0,2 M.
Buffer de muestra para geles:
desnaturalizantes (SDS-PAGE): Tris-HCI 0,185 M (pH 8,8), glicerol 12,5%
v/v, azul de bromofenol 0,05% p/v y SDS 0,1% p/v, con o sin 2-
mercaptoetanol (2-ME) 5% v/v, para obtener condiciones reductoras o no
reductoras, respectivamente.
no desnaturalizantes (PAGE-nativo): similar al anterior pero sin el
agregado de SDS 0,1% p/v
en presencia de urea (PAGE-urea): similar al anterior pero con el

agregado de urea 6 M.
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Electroforesis con tricina: buffer anddico (colocado fuera del contenedor de
electrodos) Tris-HCI 0,2 M (pH 8,9); buffer catédico (colocado dentro del contenedor
de electrodos) Tris-HCI 0,2 M (pH 8,25) Tricina 0,1M, SDS 0,1% p/v; gel buffer Tris-
HCI 3M (pH 8,45), SDS 0,3% p/v (Schagger and Jagow, 1987).

2.3.2 Preparacion de las muestras

Las muestras se prepararon disolviendo la proteina liofilizada en buffer de
muestra o, cuando se trataba de soluciones proteicas, agregando 3 volumenes de las
mismas a 1 volumen de buffer de muestra 4x. En las electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y reductoras las muestras fueron tratadas con 2-mercaptoetanol al
5% v/v, durante un minuto, a 100 °C. Todas las muestras, antes de ser cargadas en
el gel correspondiente, se centrifugaron a 15.000 rpm durante 15 minutos a 20 °C en
una microcentrifuga IEC (Centra MP4R, International Equipment Company), y los

sobrenadantes se sembraron a razén de 30-50 ug de proteina/calle.

2.3.3 SDS-PAGE. Desarrollo

Las electroforesis se realizaron en miniplacas con un equipo BIO-RAD,
modelo Mini Protean I1.

Se utilizé el sistema de buffers descripto por Laemmli (1970), que se detalld
previamente. Las electroforesis se llevaron a cabo a un voltaje constante de 200 V
(aproximadamente 1,5 horas). Se utilizaron geles de concentracidon constante de
acrilamida 14% p/v con gel apilador en su parte superior, con una concentracion de
acrilamida de 4% p/v.

La mezcla de proteinas patrén utilizadas para la estimacion de las masas
moleculares de los polipéptidos fueron suministradas por Pharmacia en un Unico
vial y son: fosforilasa b (94.000 Da); seroalbumina bovina (67.000 Da);
ovoalbumina (45.000 Da); anhidrasa carbdnica (30.000 Da); inhibidor de tripsina
(20.100 Da) y a-lactoalbumina (14.400 Da).

2.3.3a PAGE-urea. Para estas electroforesis se empled el mismo sistema buffer
que para las no-desnaturalizantes pero con el agregado de urea 6 M y en remplazo
de SDS se emple6 Chaps 0,005M. Se utilizaron geles de acrilamida de 7,5% p/v. Se

llevaron a cabo a un voltaje constante de 200 V durante aproximadamente 2 horas.
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2.3.3b PAGE-Tricina. Con la finalidad de obtener mayor resoluciéon en muestras
de menor peso molecular, se utilizé el sistema de buffers descripto por Schagger
and Jagow, (1987). Se utilizaron geles de acrilamida de 16% p/v para el separador,
10% para el spacer y 4% p/v en el stacking. Las electroforesis se llevaron a cabo a
un voltaje inicial de 30V, una vez atravesado el stacking se continué la corrida a

90V durante 2,5 horas aproximadamente.

2.3.3c Electroforesis bidimensionales (SDS-PAGE — SDS-PAGE + 2-ME).
Luego de correr la primera dimension (geles de 0,75 mm de espesor) se cortd la
porcion del gel correspondiente a dos calles con la proteina a analizar, y se la
sumergié en 30 ml de buffer de tratamiento (descripto previamente en el punto 2-
3-1), manteniéndola a 55 °C durante 30 minutos con dos cambios de la solucién.
La porcion de gel tratada se coloco sobre el gel de la segunda dimensién de 1 mm
de espesor (SDS-PAGE o SDS-PAGE + 2-ME segun correspondiera). En este mismo
gel, en una calle aparte y como referencia, se sembroé la mezcla de proteinas patréon
de masa molecular conocida. La electroforesis se desarroll6 de la misma manera

que las anteriores.

2.3.4 Coloracion

Los geles fueron fijados y tefiidos al mismo tiempo con Coomasie Brilliant
Blue R-250 al 0,192% p/v en agua/metanol/acido acético (10:10:4) durante 12

horas y desteflidos con metanol 25% p/v y acido acético 10% p/v.

2.3.5 Obtencidén de las iméagenes

Las imagenes de las electroforesis fueron digitalizadas mediante un equipo
BIO—RAD (Gel Doc 1000).

2.4 Determinacién de la composicion aminoacidica

Previo el andlisis de aminoéacidos, la proteina de los aislados Ni y Ei fue
purificada segun el método descripto por Mooney and Thelen (2004).

La determinaciéon de la composicion aminoéacidica fue realizada en el
Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios en Péptidos y Proteinas (Lanais-
Pro, CONICET-UBA) perteneciente al departamento de Quimica Biolégica de la

Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.
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2.5 Digestibilidad in vitro

Se determind la digestibilidad in vitro de los aislados Ei, Ni, Ep y Np por
simulacion gastrica e intestinal (Nakano et al., 1994).

Las enzimas utilizadas fueron: Pancreatina: (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) y Pepsina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

Se prepararon suspensiones con los aislados proteicos (25 mg/ml) ajustadas
a pH 2 con HCI 1 N. Se preincubaron durante 30 minutos a 37°C con agitacion
constante. Se agreg6é pepsina al 1% en HCI 0,1 N; NaCl 0,03 M, solucién que
simula el fluido gastrico, se incubaron durante 60 minutos a 37°. Posteriormente se
llev6 a pH 6 con NaOH 1 N, se agregd pancreatina al 5% en NaHCO; 0,1 N
(solucion que simula el fluido instestinal), nuevamente, se incubaron 60 minutos a
37°. La reacciéon se interrumpié sumergiendo la muestra en bafio maria (T=80°C
durante 10 minutos). Se centrifugd y se recuper6 el sobrenadante.

Se utiliz6 el método TNBS propuesto por Adler-Nissen (1979) para
determinar la extensién de los péptidos. Se tomé como referencia el aminoéacido
leucina para realizar la curva patrén y considerando que el total de grupos aminos
posibles en un grado maximo de hidrdlisis es de 8 meq de leucina/litro de solucién.

Posteriormente luego de la hidrdlisis enzimética, se calculdé, en base al
mencionado valor, el Grado de Hidrdlisis (GH) mediante la utilizacibn de la

expresion matematica:

(NH2)m-(NH2),

(NH2)o-(NH2)o
Siendo:
GH= Grado de hidrdlisis en porcentaje
(NH2)m = meq de leucina/l de la muestra digerida
(NH,),= meq de leucina/l de la muestra sin digerir
(NH2)»= meq de leucina/l totales de la proteina= 8
El nUmero de meq de leucina/l totales de la proteina fue ajustado por el porcentaje

de proteina del aislado.
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2.6 Solubilidad de las subfracciones y de los aislados proteicos

Para el estudio de la solubilidad de las subfracciones proteicas (Gt0,01 y
Gt0,1) se utilizé buffers borato, (pH 10) en concentraciones de 0,030 y 0,1 M
HsBOs/H,BO5 .

Para el estudio del efecto del pH sobre la solubilidad de los aislados proteicos
se utilizaron distintos buffers de concentracion 0,2 M:
a) acido citrico /citrato (pH 2,3; pH 3,1; pH 4,1; pH 4,7 y pH 5,1)
b) acido fosférico/fosfato, (pH 6,3 y pH 7,5)
¢) acido bdérico/borato (pH 8,8 y pH 9,7)
d) acido carbodnico/carbonato (pH 10,1 y pH 11,0).

Se prepararon suspensiones de las muestras (1 mg/ml) en agua o en las
soluciones correspondientes. Se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con
agitacién cada 15 minutos, se centrifugaron a 12.000 rpm, durante 20 minutos, a
temperatura ambiente y se calculé el contenido de proteina del sobrenadante
mediante el método de Lowry. Finalmente el porcentaje de solubilidad se calculé
dividiendo la concentracion proteica del sobrenadante (mg/ml, calculada por el
método de Lowry) por el contenido proteico del aislado (calculada por el método

Micro-kjeldahl, mg de proteina/mg de aislado).

2.7 Capacidad de absorcion de agua (WIC)

La capacidad de
absorcion de agua (WIC, water
imbibing capacity) se
determiné siguiendo la técnica
Torgensen and Toledo (1977),

utilizando un equipo similar al
aparato disefiado por

Baumann (Baumann, 1967)

que se esquematiza en la

Figura 3.

. . - Tal como lo describiera
Figura 3. Esquema del equipo utilizado en la

determinacion de la capacidad de absorcion Silingo en su Tesis doctoral
de agua de los aislados proteicos. a) pipeta
graduada, b) embudo con papel de filtro.
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(2000), el principio del método se basa en determinar la cantidad de agua que un
polvo proteico es capaz de absorber espontaneamente a una temperatura dada,
cuando se pone en contacto con una cantidad ilimitada de agua. El equipo consiste
en una pipeta de pequefio volumen, graduada, cuyo eje longitudinal se encuentra al
mismo nivel que la superficie de contacto entre el agua y la proteina en polvo. La
proteina se coloca sobre un papel de filtro que esta apoyado en una superficie plana
que continua en un embudo. Ambos, la pipeta y el embudo, se conectan a través
de un tubo. Para medir la WIC de los aislados, se colocé una cantidad conocida de
muestra (de aproximadamente 30 mg) de una vez, en forma de monocapa sobre el
papel de filtro himedo luego de enrasar la pipeta y antes de tapar el embudo. Se
registré el retroceso de la columna de agua en la pipeta en funcién del tiempo hasta
que se llegd a un valor constante de absorcién. Todo el proceso se llevd a cabo en
un ambiente a 20+2°C. Las curvas ideales de absorcién de agua en funcion del
tiempo tienen forma hiperbdlica. Los valores obtenidos fueron graficados. La WIC
se obtuvo dividiendo el volumen de agua absorbido en la regién de equilibrio
(saturacion) por la masa de muestra empleada en la determinacién. A partir la
curva de cinética se obtuvo el volumen maximo de absorcién y el tiempo de

equilibrio que fue el necesario para alcanzar el volumen maximo de absorcién

2.8 Capacidad de retencion de agua (WHC)

Se determind la capacidad de retencion de agua aproximada (WHC, water
holding capacity) por el método de Quinn and Paton (1979). Se prepararon
dispersiones de los aislados al 1% (p/v) en agua destilada se mantuvieron con
agitacion durante 1 h a temperatura ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a
14.000 rpm durante 30 minutos a 15°C. Luego de separar el sobrenadante los
tubos de centrifuga fueron invertidos y colocados sobre papel absorbente por 1
minuto antes de pesarlos. Se determiné la masa humeda de los sedimentos y el
contenido de proteina soluble en los sobrenadantes obtenidos por el método de
Lowry. WHC es expresado como mililitros de agua retenida por la fracciéon insoluble
de la proteina total (Petruccelli and Afién, 1994).

La capacidad de retencion de agua se calculé de acuerdo a la siguiente

expresion:

WHC= (mh —md + mp)/ mdxd

Siendo WHC: capacidad de retencion de agua, en ml de agua/g de muestra
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md: masa del aislado proteico deshidratado
mh: masa del pellets hidratado (proteina insoluble)
mp: masa de proteina soluble

d: densidad del agua a 20°C (1g/ml)

2.9 Actividad espumante

La actividad espumante de los aislados se determiné utilizando un equipo
similar al disefiado por Loisel et al. (1993). El equipo genera espuma por burbujeo
de N, y registra la conductividad eléctrica del liquido (en nuestro caso solucién
proteica). Este equipo permite el seguimiento del proceso de formacién de espuma
y el registro de la variacion del volumen de la solucién en funcién del tiempo, segun
el principio propuesto por Wagner et al. (1996). A partir de la planilla generada por
el mismo, se pueden calcular diferentes parametros que dan cuenta de las
propiedades espumantes de la proteina (Wilde and Clark, 1996; Wagner, 2000).
Este método tiene numerosas ventajas ya que permite trabajar con bajas
concentraciones de proteina (inferiores a 0,5%), usar voliumenes de liquidos
pequefios (inferiores a 20ml), permite controlar el caudal y volumen de aire
incorporado, ademés de obtener un volumen de burbujas homogéneo y tener una
buena reproducibilidad (Wagner, 2000).

En nuestro caso particular, las espumas de los aislados se formaron por
burbujeo de N, a flujo constante (caudal 1,7 mil/seg) a través de 6 ml de
dispersiones 1 mg proteina total/ml en buffer H;BOs/H-BOsz a pHs 3 y 9 y fuerza
i6nica p = 0,2M.

Se determiné la capacidad de formar espuma como el volumen maximo de
liquido incorporado a la espuma (Vmax), y la estabilidad de la espuma como el
tiempo que tarda en drenar el 50% del volumen maximo (ti;); parametros que

pueden visualizarse graficamente en la Figura 4.
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Vmax

Vtot

vol de liquido (ml)

tiempo (min)

Figura 4 . Parametros determinados a partir de la curva de volumen
incorporado a la espuma en funcién del tiempo.

Vmax=volumen méaximo del liquido incorporado a la espuma; t;,,_
tiempo que tarda en drenar el 50% del Vmax; Vmedio= 50% de Vmax;
Vtot= Volumen total de liquido incorporado a la espuma en 10 minutos.

2.10 Actividad emulsificante

Se prepararon suspensiones a partir de 7 ml de aceite puro de girasol con 14
ml de una suspencidon de muestras de aislados (1,5 mg de muestra/ml) en buffer
borato pH 3 y 9 y fuerza i6nica u=0,2M. Estas muestras fueron homogeneizadas
mediante un equipo Ultraturrax (T-25, S25N10G, IKA Labortechnik, Karlsruhe,
Alemania) operando a 20.000 rpm durante 90 segundos a 25 ©C. La evoluciéon de
las diferentes emulsiones se determiné por medidas de dispersion de la luz en un
analizador optico vertical QuickScan (Beckman Coulter, Fullerton, USA). Este equipo
permite hacer un barrido de la emulsién a lo largo del tubo de medida en diferentes
instantes, obteniéndose una serie de perfiles del porcentaje de backscattering
(%BS) en funcion del tiempo (Pan et al., 2002).

Las muestras homogeneizadas fueron colocadas en recipientes cilindricos o
tubo de medida para determinar los perfiles de backscattering (20BS) registrando el
valor de porcentaje cada 60 segundos durante 1 hora a lo largo del tubo (altura
total: 60 mm).

El backscattering inicial (%BSin) fue medido al comienzo de Ila
determinacién como promedio del barrido a t = 0 min, a lo largo de todo el tubo de
medida. La cinética de cremado (%BS19.30mm) fue determinada mediante los valores
promedio de backscattering en la parte inferior del tubo (entre 10 y 30 mm) en
funcién del tiempo.

Los parametros calculados para caracterizar la estabilidad de la emulsién

fueron:
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to., como el tiempo que tarda en disminuir en un 10% el valor de % BS;0-30mm
y la constante cinética (Ko ; ) segun la expresion matematica:
Ko,x = (%BSin;o-somm X to,1) ™"
La coalescencia (%0BSso.somm) S€ midié como la variacion de los promedios de
backscattering en la zona superior del tubo (50-60 mm) en funcién del tiempo de

estacionamiento de la emulsion.

2.11 Absorcién de aceite

Se prepararon dispersiones de los aislados al 1% (p/v) en aceite puro de
girasol, se mantuvieron con agitaciéon durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
muestras fueron centrifugadas a 14.000 rpm durante 30 min a 15°C. Luego los
tubos fueron invertidos y colocados sobre papel absorbente por 1 minuto antes de

pesarlos.

2.12 Analisis estadistico de los resultados y programas utilizados

Los resultados numéricos obtenidos fueron analizados estadisticamente
empleando el programa Statgraphics Plus 4.0, Statical Statgraphics Corp.,
Rockville, MD. Las determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

Con los parametros evaluados se realizaron andlisis de varianza (ANOVA),
una sola via comparando las medias por Test de LSD (p<0,05). Letras iguales en las
tablas representan diferencias no significativas.

Con los valores obtenidos al evaluar los diferentes parametros que
caracterizaron las propiedades funcionales estudiadas a pH 9 y fuerza i6nica p =
0,2M, se realizé una Matriz de Correlaciéon de Pearson.

Se utilizaron las herramientas proporcionadas por Office Microsof 1997-2003

y el OriginPro 7.
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3 / RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO 1. Caracterizacion estructural de las fracciones

proteicas de las variedades Nutriar y El Paso 144

1.1 Caracterizacion polipeptidica

Se estudiaron las proteinas de arroz de las variedades Nutriar y El Paso 144

mediante electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE).

En una primera instancia se observo el perfil que presentaban las harinas de

kDa
) 94

67

14,4

Figura 1. SDS-PAGE de harina
integral de las variedades N:
Nutriar y E: El Paso 144. P: patrén
molecular. Se indican las masas
de las proteinas patrones en kDa.

las variedades en estudio (Figura 1).
Tanto la distribucién como la intensidad
de las bandas muestran una gran
similitud entre Nutriar y El Paso 144. Se
distinguen claramente los polipéptidos
de: 13-16 kDa, alrededor de 26 kDa,
entre 30 y 40 kDa y 55-59 kDa
correspondientes a la fraccion glutelina.
Ambos perfiles sélo se diferencian en la
intensidad de algunas bandas,
especialmente las de mayor peso

molecular.

Se analiz6 Ila composicién
polipeptidica de las fracciones proteicas

de las dos variedades en estudio.

La fraccion albuminas, tanto en grano pulido como integral, presenté

numerosas bandas con pesos moleculares entre 95 y 14,4 kDa conforme a lo

observado por Juliano (1980). No obstante, la mayor abundancia, correspondid a
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Alb

—kDa

94

67

45

31

21,1

14,4

Figura 2. Perfil

tipo de la
fraccion

albumina en
condiciones no
reductoras.

polipéptidos de peso molecular inferior a 45 kDa. En la
Figura 2 podemos ver un perfil representativo de la fraccion
que se encontré en las muestras estudiadas.

En cuanto a la fraccion globulina, en condiciones no
reductoras, su perfil presentd polipéptidos entre 45 y 67
kDa, entre 31 y 45 kDa y bandas de aproximadamente 26,
21 y 14 kbDa (Figura 3, sin B-ME). En condiciones
reductoras, las bandas de pesos moleculares altos
disminuyen en intensidad, mientras se distingue
marcadamente la banda de 26 kDa descripta como
mayoritaria de las globulinas de arroz (Komatsu and Hirano
1992; Furukawa et al., 2003; Kumagai et al., 2006; entre

otros).

Como se puede observar en la Figura 4, que muestra el perfil bidimensional

de globulina de la variedad Nutriar, algunos de los polipéptidos de alrededor de 50

kDa serian dimeros unidos por puentes disulfuro. Por otro lado, el polipéptido de

alrededor de 26 kDa corre por encima de la diagonal en la segunda dimension, lo

que indica que en su estructura estan presentes uniones disulfuro internas

(intracatenarios).

Gt 0,01

kDa

94

67

45

31

21,1

14,4

sin B-ME con B-ME

Gt0,1 Gt 0,01 Gto,1

Ir—"—ar—"—a

Figura 3. SDS-PAGE de las subfracciones proteicas de
harina integral. Gt0,01 y GtO,1. E: El Paso 144 y N:

Nutriar;

Gb: globulinas. P:masas de las proteinas

patrones de peso molecular.

RESULTADOS Y DISCUSION

41



Proteinas de arroz: propiedades estructurales y funcionales RESULTADOS Y DISCUSION

La fraccion glutelina se caracteriza por la abundancia de polipéptidos de
alto peso molecular que no entran al gel o si lo hacen, se distribuyen con dificultad
en la parte superior.

94 67 45 31 26 21,1 14,4 R . R
Por ser la fraccibn mayoritaria del

A 4

MM (k,:a) - o W arroz y, teniendo en cuenta los
ot - resultados de Abugoch et al. (2003) en
g glutelinas de amaranto, la fraccion
s glutelinas fue extraida en dos solventes
31 ™ diferentes. En una primera extracciéon se
- " utilizaron condiciones mas suaves (NaOH
144 O N - 0,01N) con el objeto de preservar la
estructura molecular, si la hubiera, y se

Figura 4. Electroforesis
bidemensional de las fraccién completd la extraccion mediante

globulina de harina de grano

integral de la variedad Nutriar. condiciones mas drasticas con NaOH

0,1N.

En condiciones no reductoras, la subfracciéon GtO,01 presentdé una banda
de alrededor de 94 kDa, otra méas abundante de aproximadamente 57 kDa que
corresponderia a dimeros y otras de 22-23 y de 16 y 14 kDa, mientras la
subfraccion Gt0O,1 presenté una mayor proporcion de los polipéptidos de
aproximadamente 30 y 20 kDa y menor del polipéptido de alrededor de 57 kDa
(Figura 3, sin B-ME). Esto nos estaria indicando que hubo un intercambio disulfuro-
sulfidrilos (S-S/SH) favorecido por la desnaturalizacion generada en condiciones
alcalinas extremas. La extraccion con NaOH 0,1N posibilité el desplegamiento de la
estructura proteica con la consecuente exposicion de los grupos SS-SH que en otras
condiciones estarian ubicados en el interior de la misma.

En condiciones reductoras, se pudo observar, tanto en Gt0,01 como en
Gt0,1 la presencia del polipéptido de alrededor de 57 kDa que corresponde a la
proglutelina (Qu et al., 2001; Kumagai et al., 2006) y de los polipéptidos
integrantes de los dimeros de 37-39 y 22-23 kDa, subunidades acida y basica
respectivamente (Figura 3, con [B-ME). Este comportamiento responde a la
constitucién propia de la glutelina mencionada por diversos autores (Yamagata et
al., 1982; Robert et al.,1985; Qu et al., 2001; Furukawa et al., 2003; Kumagai et

al., 2006; entre otros).
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94 67 45 31

21,1 14,4

Figura 5. Electroforesis
bidemensional de las fraccion
glutelina de harina de grano integral
de la variedad Nutriar.

mientras que el

aproximadamente 57 kDa (flecha

polipéptido

La diferencia entre ambas
subfracciones pudo observarse en una
banda adicional de aproximadamente 26
kDa, solo presente en la subfraccion
Gt0,01 (flecha azul, figura 5).

Observando en detalle la fraccion
glutelina de harina integral de la variedad
Nutriar, en la segunda dimension puede
verse que agregados de alto peso
molecular que no entraron al gel, se
estarian fraccionando en subunidades de

aproximadamente 60, 32 y 21 kDa,

de |’_A_‘| I/_);\I

roja,

figura 5) estaria integrado por polipéptidos
de alrededor de 30 y 20 kDa, aunque la
mancha del de 20 kDa no esté intensa en la

Figura 5.

Con posterioridad se corridé un gel
desnaturalizante con urea en
concentraciones 8 y 6 M. Este perfil
presenté agregados, probablemente unidos
por puentes disulfuro, debido a la exposicién
de los grupos SS y SH por el efecto
desnaturalizante de la urea. Los perfiles
reflejaron similar comportamiento de los
tanto en las

polipéptidos diferentes

concentraciones de urea como en las diferentes variedades estudiadas (Figura 6).
Después de realizar un detallado estudio de la composiciéon polipeptidica de
las fracciones proteicas pudimos observar escaso polimorfismo entre las variedades

Nutriar y El Paso 144 (Chandi and Sogi, 2007b).

u8 u6 u8 u6

Figura 6. PAGE-nativo
de la subfraccion GtO0,1
extraida a partir de
harina integral de las
variedades E: ElI Paso
144 y N: Nutriar; u6 y
u8: molaridad de Ila
urea.
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1.2 Analisis cuantitativo de las fracciones proteicas en harinas de grano

integral y pulido

En la Tabla 1 podemos observar la participacion relativa de las diferentes
fracciones proteicas en harina de arroz de grano pulido e integral de las variedades
Nutriar y El Paso 144. En general todas las fracciones fueron méas abundantes en el
grano integral que en el pulido, con las excepciones de las globulinas en la variedad
Nutriar con un contenido de 19% menor en integral que en pulido, y de las

glutelinas en El Paso 144 con contenidos en grano integral y pulido equivalentes.

Tabla 1. Fracciones proteicas en harina de arroz de grano pulido e integral de las
variedades Nutriar y El Paso 144 expresada en g/100g harina

Total de
Albumina Globulina Prolamina Glutelina proteina*
Nutriar
grano integral 1,14 +0,05a 0,65 *0c 0,39+0,01 c 10,18+0,18 a 12,36+0,25a
Nutriar
grano pulido 0,21+0,01 ¢ 0,80+0,01 b 0,29+0d 7,98+0,05b 9,28+0,05b
El Paso 144

grano integral 1,03 +£0,04 b 0,89+0,02a 0,63+0,02a 7,59+0,44 bc 10,14+0,51b
El Paso 144
grano pulido 0,06+0 d 0,62+0,02c 0,57+0,02b 6,90+0,40c 8,15+0,44c

*g/100g harina. Letras diferentes en columnas representan diferencias significativas (LSD, p<0,05).

El contenido total de proteinas para ambas variedades fue significativamente
superior (LSD, p<0,05) en la harina de grano integral que en la de pulido (Tabla 1).
Este resultado es consecuencia de que en la harina de grano integral, ademas del
endosperma, se encuentran presentes las cubiertas externas del grano (aleurona,
testa y pericarpio) ricas en proteinas y el embrién, especialmente rico en albuminas
y globulinas (Kishrnan and Withe, 1997). Asimismo, no se puede descartar que en
el proceso de pulido se haya eliminado una pequefia porcién de endosperma.

Los contenidos de cada fraccion expresados en porcentaje de proteinas totales
oscilaron entre 0,7-10,2% en las albuminas, 5,3-8,8% en las globulinas, 3,1-7% en
las prolaminas y entre un 74,8-86,0 % en la fraccion glutelina. Estos valores
coinciden en uno u otro caso, con los diferentes autores que han estudiado la
abundancia relativa de las fracciones proteicas sobre diferentes variedades de arroz

a lo largo del tiempo como figura en Introducciéon (Tabla 5, pagina 9).
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Paralelamente, se evalu6é la proporciéon de las subfracciones de glutelinas
(Gt0,01 y Gt0,1) en las dos variedades en estudio cuyos resultados se encuentran

en la Tabla 2.

Tabla 2. Contenido de las subfracciones de glutelinas
en harina integral expresado en g/100g de harina

Fracciones Nutriar El Paso 144
proteicas

Gt0,01 1,86 + 0,25a A 2,37 +0,31a A
GtO,1 8,78 +1,65 bA 5,44+ 0,73 DbA

Letras diferentes mindsculas en columna y mayusculas en filas
representan diferencias (LSD, p<0,05).

El contenido de la fraccion Gt0,01 en ambas variedades fue muy bajo y
similar entre ambas. En la variedad El Paso 144 la proporcién de Gt0O,01 en el total
de glutelinas es mayor (30,34%) que en la variedad Nutriar (17,48%). Si
consideramos que la Gt0,01 corresponde a la glutelina con menor grado de
agregacion, este resultado nos sugiere que el contenido extra de glutelinas que
presenta la variedad Nutriar se encontraria entre la proteina mas agregada (Gt0,1).

El total de glutelinas fue significativamente mayor en la variedad de alto
contenido proteico (10,64 y 7,81% para N y E). Esto es coincidente con lo
observado por Juliano (1980) y Udaka et al. (2000) quienes sostienen que un
incremento en el contenido proteico del grano de arroz se correlaciona
positivamente con un incremento de la fraccion glutelina.

Con posterioridad se procedié a caracterizar estas dos subfracciones, en lo
que se refiere a su solubilidad, utilizando buffer borato pH 10 a diferentes fuerzas

ionicas.

Tabla 3. Solubilidad de las subfracciones de glutelinas de grano integral a pH 10
y distinta fuerza idnica expresada en g/100g de proteina

Borato 0,03 M (pH10) Borato 0,1 M (pH10)

Nutriar EP 144 Nutriar EP 144

Gt0o,01 22,7+0,52a A 9,35+0,89 a B (125+0,98 a A 5,81+0,71 a B
GtO,1 231+x0,19 bA 221*+0,41 bA (1,44*0,13 bA 1,15*x0,11 bA

Letras diferentes, minUsculas en columna y mayusculas en filas para cada uno de los solventes,
representan diferencias (LSD, p<0,05).
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Las subfracciones mostraron diferencias en su solubilidad (Tabla 3). La
fraccion Gt0,1 resultd de muy escasa solubilidad siendo significativamente menor
que la subfraccion Gt0,01 en ambas concentraciones de solvente y ambas
variedades. Este resultado responde a las caracteristicas propias de las glutelinas
descriptas por numerosos autores, entre ellos Agboola et al. (2005), quienes
explican su insolubilidad debido al alto peso molecular y a la abundancia en puentes
disulfuro (alto grado de agregacion).

La solubilidad Gt0,01 de la variedad Nutriar fue significativamente superior a
El Paso 144 en ambas concentraciones de solvente. Este resultado nos estaria
indicando la existencia de diferencias en el grado de agregaciéon 6 en la estructura
de los agregados entre las glutelinas de ambas variedades. Estas diferencias
podrian reflejarse en diferencias en la funcionalidad de las proteinas de las
variedades Nutriar y El Paso 144.

En términos generales, la solubilidad de las glutelinas fue mayor en el
solvente de menor concentraciéon salina (Tabla 3). El gran niumero de iones en
solucion favoreceria la formacién de agregados estabilizados por interacciones
hidrofébicas que la tornan mas insoluble.

Podriamos decir, de acuerdo a estos resultados, que el nuevo genotipo
contiene glutelinas en mayor cantidad que la variedad control y con su solubilidad

mejorada.

1.3 Preparacion de aislados proteicos y eleccion del método a utilizar

Con el fin de estudiar cual seria el método mas conveniente para producir un
aislado de alto rendimiento y buenas propiedades para ser utilizado como
ingrediente proteico en la industria alimentaria, se realizaron extracciones de la
proteina a diferentes pHs con posterior precipitacion a pH 6.

Posteriormente, se realizé la caracterizacién estructural y el rendimiento de
los aislados obtenidos para luego seleccionar el mas adecuado para continuar la

investigacion.

1.4 Estructura de aislados extraidos a diferentes pHs

Los aislados obtenidos a partir de la extraccion a diferentes pHs presentaron

diferente composicion polipeptidica (Figura 7).
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El aislado
grano pulido grano integral pH 9 de grano
A A ulido resentd
r " { "| kDa P P
alrededor de 12

94 bandas entre 95 y
67 14,4 kDa conforme
a lo observado por

s Juliano (1980) para
la fraccion

- albuminas. Si
> - comparamos  con
las Figuras 2 y 3

14,4 )
podemos decir que

pHs 9 10 11 12 P 10 11 12 este aislado estaria
compuesto

Figura 7. SDS-PAGE en condiciones reductoras de fundamentalmente
los aislados extraidos a diferentes pHs en harina
de grano pulido e integral de la variedad Nutriar. por las fracciones

albuminas y
globulinas, con polipéptidos comprendidos entre 60 y 14,4 kDa (Figura 3, con B-
ME).

El aislado pH 10 en grano pulido, presentd dos bandas mas importantes:
una de alrededor de 26 kDa mayoritaria de la fraccién globulina y presente en
Gt0,01 y otra formada por polipéptidos de bajo peso molecular pertenecientes,
posiblemente, a las albdminas. En menor proporciéon y propios de globulinas y
glutelinas, se encuentran polipéptidos de alto peso molecular (alrededor de 90 kDa)
y de 55-59 kDa correspondientes a la proglutelina. En grano integral, no se
observaron polipéptidos de alto peso molecular pero se observé, con mayor
intensidad, la banda de 37-39 kDa que corresponderia a la subunidad &acida
(Yamagata et al., 1982; Kumagai et al., 2006) de la fracciéon glutelina. Si bien la
electroforesis bidimensional del aislado a pH 10 (grano pulido) s6lo muestra las
manchas de mayor intensidad sobre la diagonal, el perfil es muy similar al de la
fraccién globulina, con predominancia del polipéptido de alrededor de 26 kDa, lo
que confirmaria que el mismo estd mayoritariamente integrado por esta fraccion.
Asimismo los resultados nos sugieren que este aislado estaria formado ademéas por
albuminas y no se puede descartar que parte de Gt0,01 también esté presente.

Los aislados extraidos a pH 11, a partir de harina de grano pulido e integral

presentaron un perfil electroforético muy similar. En la Figura 7 se pueden observar
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tres bandas bien marcadas: 37-39, 26-23 y 17-14,4 kDa, por lo que se deduce que
ambos estarian constituidos fundamentalmente por las fracciones glutelinas y
globulinas.

Contrariamente a los aislados de pH 11, los aislados extraidos a pH 12,
presentaron diferencias en la composicion polipeptidica de la proteina que se
solubiliz6 en la harina de grano pulido e integral (Figura 7). Ambos aislados
presentaron una banda mas marcada entre 33-37 kD y bandas menos intensas de
alrededor de 26, 23, 17 y 14 kDa. Se observd una diferencia en el perfil del aislado
proveniente de grano pulido con una menor intensidad en la banda de alrededor de
26 kDa y mayor intensidad en la de 23 kDa (Figura 7, flecha roja). Dado que la
banda de 26 kDa era mas intensa en la subfraccion Gt0,01 estos resultados nos
indican que esta subfraccidon estaria mayoritariamente localizada en las capas
externas del grano.

En la segunda dimensién, en el
94 67 45 31 21,1 14,4

kDa mm aislado pH 12, los agregados de alto peso
¥1 molecular que no entran al gel, se
94 ki o 1

L estarian fraccionando en subunidades de
7. ‘ e aproximadamente 50, 30 y 20 kDa (Figura
® N v 8). La gran similitud con la segunda
a N 30 dimensién de las glutelinas (Figura 5), nos
211 s confirma la participacion de esta fraccion
" ’\ 20 en la constitucion del aislado a pH 12

1 presentando polipéptidos de alto peso
Figura 8. Electroforesis molecular con abundantes uniones

bidimensional del aislados pH 12 de

grano integral de variedad Nutriar. disulfuro. Paralelamente, y sobre Ila

diagonal se pueden distinguir los
polipéptidos de alrededor de 26 kDa y
entre 17-14 kDa propios de las globulinas y glutelinas respectivamente. Como
hemos visto anteriormente, estos aislados también estarian constituidos

fundamentalmente por estas dos fracciones.
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1.5 Rendimiento en la extraccion de los aislados a diferentes pHs

Tabla 4. Rendimiento de los aislados extraidos a distintos pH de harinas de grano
integral y pulido de las variedades Nutriar y El Paso 144 (g/100g de harina)

Harina pH 9 pH 10 pH 11 pH 12 pH 2
Nutriar
i 2,64 +0,09aD 5,23x+0,69aC 6,51+0,3daB 12,67 +0,49aA 0,78 = 0,05cE
integral
Nutriar

i 0,43 = 0,29 cD 1,0 = 0,01cD 2,67 = 0,25bC 10,72 0,41 bA 3,90 = 0,04aB
pulido
El Paso 144
i 1,64 = 0,01 bC 2,24 +£0,04 bC 3,01 +£0,10bB 9,56 + 0,51 bcA 0,78 = 0,04cD
integral
El Paso 144

lid 0,52 = 0,10 cD 1,11+ 0,19 cD 1,90 £ 0,08cC 8,26 = 0,58CcA 3,39 = 0,09 bB
pulido

Letras diferentes mindsculas en las columnas y mayulsculas en filas, representan diferencias (LSD,
p<0,05).

El rendimiento en proteina extraida fue diferente dependiendo del pH y del
tipo de harina considerado (Tabla 4).

En términos generales, los mayores rendimientos en extracciones alcalinas
correspondieron a las harinas de grano integral y entre estas la variedad Nutriar
presenté los mayores valores. Esto esta relacionado con su mayor contenido
proteico y con la mayor solubilidad de la fraccion glutelina expresada en la Tabla 3.

En medio alcalino, los rendimientos obtenidos en los aislados se fueron
incrementando al aumentar el pH. Es sobresaliente el comportamiento de la
variedad Nutriar en la que, a partir de pH 10 mostré6 un marcado incremento en el
rendimiento, mientras que en la variedad El Paso 144 sé6lo se obtuvo un
rendimiento aceptable en la extraccion a pH 12.

También se realizaron extracciones a pH &cido (Tabla 4, pH 2). En general
los rendimientos fueron inferiores a la extraccion a pH 12, sin embargo los
resultados mostraron un comportamiento diferente entre las harinas de grano
pulido e integral. Mientras que en las harinas integrales la extracciéon a pH 2 mostré
un rendimiento muy inferior a todas las extracciones en medio alcalino, las
extracciones a pH 2 de harinas de grano pulido mostraron un rendimiento superior
a las de los pHs 9, 10 y 11. Este comportamiento diferencial se vio reflejado en las

propiedades funcionales que se desarrollaran mas adelante.
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1.6. Conclusiones

Las fracciones proteicas de las variedades Nutriar y El Paso 144 presentaron
una gran similitud estructural cualitativa; las estructuras observadas en las
distintas fracciones concordaron con las descriptas en bibliografia.

Los resultados presentados mostraron que, al igual que las glutelinas de
amaranto, las glutelinas de arroz presentan distintas caracteristicas estructurales
que permiten dividirlas en dos subfracciones de distinta solubilidad 6
extractabilidad.

Las observaciones que muestran a la fraccion globulina de similar
composicién a las glutelinas concuerdan con la hipétesis de Robert et al. (1985)
quien mostré que esta fraccidn presenta reactividad inmunoquimica cruzada con
glutelinas. Esta fraccion se asemeja mayormente a Gt0,01 ya que, ademas de los
polipéptidos de alrededor de 57, 30 y 20 kDa ambas contienen el polipéptido de 26
kDa, que no forma parte de las subunidades diméricas (Figuras 4 y 5) y esta
practicamente ausente en Gt0,1. Estos resultados nos permiten proponer a
globulinas y glutelinas como productos de un elevado polimorfismo propio de las
proteinas de almacenamiento que lleva a una heterogeneidad molecular (Robert et
al., 1985). En este caso polipéptidos provenientes de genes isomorfos formarian
agregados que difieren en sus caracteristicas de solubilidad. También se ha
observado en globulinas (Delseny and Raynal, 1999) y en especial en globulinas de
amaranto (Abugoch et al., 2003; Quiroga et al., 2007) la existencia de subunidades
provenientes de diferentes subfamilias genéticas intercambiables en diferentes
oligbmeros confiriendo particulares propiedades fisicoquimicas (Quiroga et al.,
2007); inclusive se han observado variaciones entre cultivares (Drzewiecki, 2001).

En las preparaciones de aislados se demostré que los mayores rendimientos
de extraccion se llevan a cabo en las harinas integrales de la variedad Nutriar. Los
rendimientos aumentaron con la alcalinidad del solvente de extracciéon lo que se
correspondié con la solubilizacion de la fraccibn mayoritaria (glutelina). La
preparacion de aislados a pH 2 permitié detectar diferencias entre las proteinas
provenientes de granos pulido e integral.

Los resultados obtenidos indicaron que las condiciones 6ptimas de extracciéon

correspondian a la utilizacion de solvente a pH 12.
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CAPITULO 11. Caracterizacion nutricional y funcional de los

aislados extraidos a pH 12

A partir de los resultados presentados en el capitulo anterior y como
consecuencia de un mayor rendimiento en la extraccion, fueron seleccionados los
aislados extraidos a pH 12 para un posterior y exhaustivo estudio como posibles
ingredientes proteicos de alto valor alimentario.

La nomenclatura de los aislados a estudiar se encuentra en la Tabla 1.

Tabla 1. Nomenclatura de los aislados en funcién
de la variedad y del tipo de harina utilizada en la

extraccion

Nutriar El Paso 144
grano integral Ni Ei
grano pulido Np Ep

I1.A Caracterizacion nutricional de los aislados proteicos extraidos a

pH 12
11.A.1 Contenido proteico

En la Tabla 2 se compara el contenido proteico de los granos de los
cultivares en estudio. Nutriar superd en un 27,5 % en grano integral y en un 19,8%

en grano pulido a la variedad El Paso 144.

Tabla 2. Contenido proteico de harinas y aislados pH 12

Contenido proteico de la harina (%6 p/p)

Nutriar El Paso 144
(N\) (E)
grano integral (i) 12,42 + 0,16 9,74 + 0,05
grano pulido (p) 10,36 = 0,71 8,65 + 0,03
Contenido proteico del aislado (26)
grano integral 83,3 +0,8 77,4 +0,5
grano pulido 86,1 + 0,9 86,0+ 0,4

Np y Ni: aislados de la variedad Nutriar grano pulido e integral. Ep
y Ei aislados de El Paso144 de grano pulido e integral.
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Estos resultados indican que el incremento en proteina se concentra
fundamentalmente en el grano integral o sea que estaria localizada en las capas
externas del grano.

Por otro lado, observando el contenido proteico de los aislados, se puede
corroborar que esta proteina (la correspondiente al grano integral de la variedad
Nutriar) es mas soluble al pH correspondiente a la extraccion (es mas facilmente
extraible) que la de El Paso 144 (Tabla 2).

11.A.2 Determinacion de la composicidon aminoacidica de los aislados

Se estudi6 la composicion aminoacidica de los aislados y se compararon con
los valores caracteristicos del grano de arroz y con los requerimientos dietarios de
aminoacidos esenciales de adultos y nifios (Tabla 3).

De acuerdo a lo informado por el Laboratorio Nacional de Investigacion y
Servicios en Péptidos y Proteinas (Lanais-Pro, UBA) los datos de metionina y
glicina, en las muestras, no corresponden a los valores reales. La hidrdlisis 4cida de
las proteinas ocasiona una destruccion parcial del aminoacido esencial metionina.
La glicina, en cambio, se encuentra sobredimensionada por ser un gran
contaminante.

El aislado Ni presentd mayores valores de glicina, tirosina, arginina y lisina
que Ei. En ambos aislados, la suma de tirosina y fenilalanina resulta limitante,
mientras que los valores de los aminoéacidos treonina, valina e histidina se
presentan cercanos a los requeridos en la dieta humana (FAO/WHO/UNU, 1985).
Ambos aislados cubren los requerimientos de los adultos en los aminoéacidos leucina
e isoleucina, pero no el de los nifios (FAO/WHO, 1973).

Tanto Ni como Ei poseen menores valores de algunos aminoéacidos
comparando con los contenidos publicados por Cagampang et al. (1976) a
excepcion de serina, alanina y glicina posiblemente por limitaciones del método
utilizado.

Los aislados de arroz poseen elevadas proporciones de acido glutamico y/o
glutamina, acido aspartico y/o asparagina, como ha sido observado en otras
proteinas de almacenamiento (Shotwell and Larkins, 1989; Galili, 1997; FAO,
2008). Si bien la proteina de arroz es rica en aminoacidos azufrados (Juliano,
1985), por las causas antes mencionadas, los valores de metionina presentes en la

tabla resultan limitantes.
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Tabla 3. Andlisis de aminoéacidos de los aislados Ni y Ei, de grano integral de arroz
y patron de aminoéacidos esenciales

Patrén ideal de algunos
aminoacidos esenciales
Aminoacidos Ni Ei | CGranode | paroswHO?® | FAO/ OMS/
arroz UNUP
integral™ | adultos | nifos
Asp 7,45 14,3 9,0
Thr 2,85 3,0 3,9 0,9 4,3 3,4
Ser 5,85 7,3 5,8
Glu 11,15 20,0 16,8
Pro 2,4 2,4 4,9
Gly 35,75* | 14,1* 4,8
Ala 6,45 7,2 5,8
Val 3,18 5,6 6,6 3,5
Met 0,8 0,7 2,6 2,5°
lle 2,45 3,7 4,5 1,3 4,6 2,8
Leu 4,75 8,1 8,3 1,9 9,3 6,6
Tyr 1,35 0,7 4,0
Phe 2,55 4,3 5,3
Tyr + Phe 359 5,0 9,3 6,3
His 1,9 2,0 2,6 1,9
Lys 3,9 3.4 4,4 1,6 6,6 5,8
Arg 6,65 4,6 9,0

Ref.: “Cagampang et al., 1976. *FAO/WHO, 1973; "FAO/WHO/UNU, 1985; ‘Met + Cys.

Una forma de cuantificar la calidad nutricional es calculando el cociente E/T,
relaciéon entre aminoacidos esenciales (E) y totales (T). La Organizacién Mundial de
la Salud de las Naciones Unidas (1973) establece como buena una relacion mayor o
igual a 36% (Padhye and Salunkhe, 1979). Los valores del cociente E/T fueron 38,7
y 30,95% para Ei y Ni, con lo cual sélo tiene un valor bueno el aislado de la
variedad El Paso 144. Debemos considerar que estos resultados pueden ser algo

inferiores a los reales debido al método que subvalora aminoacidos esenciales.

54



Proteinas de arroz: propiedades estructurales y funcionales RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya ha sido mencionado por varios autores, si bien los cereales son
pobres en lisina, el grano de arroz tiene un contenido de este aminoacido esencial
mayor que el resto. No obstante, tanto en Ni como en Ei resultdé ser un aminoacido
limitante segun los requerimientos de los nifios estimados por la FAO, pero no de
los adultos (FAO/WHO, 1973).

El aislado Ni presenté mayores valores lisina que Ei. Los valores detectados
de lisina coinciden con el valor encontrado por Wang et al. (1999) de 3,99/100g de

proteina.

11.A.3 Digestibilidad in vitro.

Mas all4d de una composicion aminoacidica balanceada, la calidad nutricional
de una proteina depende de su facilidad para hidrolizarse y que los aminoacidos
liberados sean asimilados e ingresen al torrente sanguineo. Por esta razén se
decidié determinar la digestibilidad in vitro de los aislados Ni, Ei, Np y Ep por
simulacion gastrica e intestinal como un aporte mas a la caracterizacion nutricional
de estos aislados.

En la Figura 1,

se puede observar que

25 1
los aislados Ni y Ei a
presentaron mayor g 20 -
grado de hidrdlisis que @
los aislados g ] b b
provenientes de E 10 1
harina de grano pulido 3
Np y Ep) al O3]
transcurrir 120 o
minutos del proceso. Ni Np Ei Ep

aislados

Esto nos indica que los

aislados  provenientes Figura 1. Grado de hidrélisis de los aislados Ni, Np,

de harina integral Ei y Ep alcanzados al finalizar la digestion
gastrointestinal simulada. Letras diferentes
sufrieron mayor representan diferencias significativas (LSD, p<0,05).

destrucciéon durante la

digestion enzimatica a la que fueron sometidos. El endosperma esta constituido,

fundamentalmente, por glutelinas de alto peso molecular y con gran cantidad de

puentes disulfuro, mientras el grano integral posee mayor proporcion de albuminas

y globulinas que el pulido que son mas facilmente hidrolizables por enzimas como la
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pepsina y la tripsina tal como sostienen los autores Steenson and Sathe (1995).
Este motivo, junto con la posibilidad de diferencias estructurales entre las proteinas

provenientes de grano integral 6 pulido podrian ser causales de la diferente
digestibilidad.

El andlisis de la

kDa electroforesis (Figura 2) permite
observar que la digestion

04 enzimatica provocod una hidrdlisis

de los péptidos de alto peso

45 molecular reduciéndolos, en todos
31 los casos, a péptidos de peso
21,1 molecular inferior a 35-40 kDa sin

144 presentar diferencias importantes

entre los aislados estudiados. De
acuerdo a los resultados de grado
de hidroélisis las diferencias

Ni ND Np NpD Ei EiD Ep EpD P . o .
estarian en los péptidos mas

Figura 2. PAGE-tricina de los aislados proteicos sin pequefios que no se visualizan en
digerir y digeridos con pepsina + pancreatina. NiD,
NpD, EiD y EpD aislados digeridos. el gel.

11.B Caracterizacion funcional de los aislados proteicos extraidos a
pH 12

Hasta el momento hemos observado que se presentan diferencias
estructurales y nutricionales entre los diferentes aislados proteicos de arroz seguln
sean las condiciones en que hayan sido extraidos y el tipo de harina a partir de la
cual se haya realizado la preparacién. Estas diferencias pueden reflejarse en las
propiedades funcionales de los mismos, informacidon que resulta en general, escasa
y fragmentaria en la bibliografia existente hasta la actualidad. Es deseable que las
proteinas posean propiedades funcionales tales como solubilidad, capacidad de
formar espuma, entre otras, no solo para definir la calidad del producto final, sino
también para facilitar el proceso de produccion. Por las razones expuestas, se hace
importante evaluar las propiedades de los aislados proteicos de arroz.

En esta seccion se incluyen estudios referentes a las propiedades funcionales

de los aislados extraidos a pH 12, a partir de harina de grano integral y pulido de
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las variedades Nutriar y El Paso 144 (Ni, Np, Ei y Ep). Se investigan las propiedades
de hidratacion como solubilidad, capacidad de retencion de agua y capacidad de
absorcion de agua; las propiedades de superficie como capacidad de formar y
estabilizar espumas y emulsiones, capacidad de absorcion de aceite, y se evallian

las diferencias y relaciones que presentan entre si.

11.B.1 Propiedades de hidratacion

Dentro de esta clasificacion se evaluaron, por un lado la solubilidad de los
aislados proteicos a distintos pH y en agua destilada, y por otro las propiedades de
hidrataciéon como capacidad de imbibicién de agua destilada (WIC) y capacidad de

retencién de agua a diferentes pHs (WHC a pHs 3, 6 y 9 y en agua pura).

11.B.1a Solubilidad proteica de los aislados

La solubilidad a diferentes pHs de la proteina de los aislados se presenta en
la Figura 3. En ella podemos ver que, en términos generales, los cuatro aislados
presentaron muy baja solubilidad a pHs neutros y moderados pero exhibieron
mayor solubilidad a pHs extremos, lo que se corresponde con las caracteristicas
propias de su componente mayoritario, la fraccion glutelina (Bera and Mukhejree,
1989; Anderson et al., 2001, Agboola et al., 2005). Los valores oscilaron entre 79,4
% y 0,25%; ambos puntos extremos fueron registrados en el aislado Ni a pHs 11 y

7 respectivamente.

100+ Estos valores
07 maximos fueron
80 Ni 1
] semejantes a los
70 H
S ] obtenidos en
> 604
< 7 Np . .
E . aislados proteicos
3 0 de salvado de arroz
=} J
% 201 extraidos a pH 12

20

(Tang et al., 2003)

10—- Ep ’ .
] ¥v - ' y a los obtenidos

1 é ZI% 4 5 (IS 7 8 9 10 11 12 por eXtraCCién

enzimatica (Wang et

al., 1999).
Figura 3. Solubilidad de los aislados Ni, Np, Ei y
Ep a diferentes pHs ajustadas con el porcentaje
proteico de cada aislado.
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Si analizamos en detalle, se muestran diferencias significativas a pHs
extremos. En estas condiciones, las proteinas de los aislados de la variedad El Paso
Np Ni 144 presentaron

menor solubilidad

kDa

A A
4 N 'd )

04 S P que las de la

o '.. bk ll'} variedad Nutriar.

45 Esto sugiere que

31 ' proteinas existen diferencias
" .. &u .+ ) solubles estructurales entre

21,1 > i
-y las proteinas de

14,4 .
ambas variedades.

Considerando la

94
67

existencia de dos

bd e

subfamilias de
45

polipéptidos de las

31

glutelinas que

211 proteinas exhiben diferente
J insolubles

ras grado de

polimerizacion (GIuA
y GluB) (Katsube-
Tanaka et al.,
2004a), es posible

pH 2 3 9 1011 2 3 9 10 11

Figura 4. SDS-Page de proteinas solubles (gel superior) e

insolubles (gel inferior) a distintos pHs. Las calles de los geles que la variedad
estan alineadas y se corresponden. En la parte superior estan . .
indicadas las calles en las que se sembraron los asilados Ni y Np Nutriar sea rica en la
respectivamente. .

subfamilia que

presenta menor grado de polimerizacion (Glu A).

Asimismo se pudieron observar diferencias entre la solubilidad de los
aislados de harina de grano integral y pulido. El aislado Ni presenté mejor
solubilidad en medio alcalino (pHs 9, 10 y 11), mientras que Np mostr6 maxima
solubilidad en medio acido (pHs 2 y 3).

A partir de esta observacion se procedié a analizar mediante SDS-PAGE las
proteinas solubles e insolubles de los dos aislados a distintos pHs. En la Figura 4 se
muestran los respectivos perfiles. En ellos se observa que por la intensidad de las
bandas, los perfiles de solubles e insolubles son complementarios y concuerdan con
los valores de solubilidad de la Figura 3 (aislados Ni y Np). Es asi que los perfiles de
las proteinas solubles del aislado Ni a pHs 9, 10 y 11 y del aislado Np a pHs 2y 3
muestran mayor intensidad.
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A su vez, en los perfiles, la mayoria de las bandas mas intensas son
similares, tanto para Ni como para Np (indicados con llaves azules en la Figura 4),
lo que sugiere que a esos pHs se solubilizan especies proteicas semejantes. En los
solubles del aislado Np (pH &cido), la banda de 16 kDa (sefialada con una flecha
roja en la Figura 4) estd mucho mas débil lo que indica que, en esas condiciones,
dicho polipéptido es menos soluble que en Ni a pH alcalino. Los polipéptidos que se
estarian solubilizando, pueden corresponder a la fracciéon globulina, y/o a
oligbmeros o polipéptidos provenientes de genes isomorfos de la fraccion glutelina
que, si bien tienen peso molecular similar a las globulinas, difieren en sus

caracteristicas de solubilidad como hemos discutido en el Capitulo 1.

11.B.1b Solubilidad en agua. Capacidad de retencién e imbibiciébn de agua
(WHC y WIC)

Dado que las propiedades funcionales WIC y WHC estan relacionadas con la
solubilidad de las proteinas en las mismas condiciones, en forma paralela se

analiz6 la solubilidad en agua de las proteinas en estudio.

Solubilidad en agua. En la Tabla 4 podemos observar los valores medios de
solubilidad de los asilados en agua. Con excepcion de Ni, que presenté muy baja
solubilidad, el resto de los aislados resultaron practicamente insolubles. Estos
resultados se corresponden con las solubilidades de los mismos a pHs neutros
presentados en la Figura 3 y ambos permiten corroborar con la bibliografia
existente (Agboola et al., 2005; entre otros) la baja solubilidad de las proteinas de
arroz debido a la abundancia de puentes disulfuro, sumado a su elevado peso

molecular.

Capacidad de retencién e imbibicidon de agua (WHC y WIC). Las propiedades
de retencidén de agua (WHC) por parte de la proteina de arroz fueron similares en
los cuatro aislados, aunque algo superiores en los aislados de harina de grano
integral (Tabla 4). Posiblemente la presencia de otros componentes no proteicos
como fibras, presentes en las cubiertas externas del grano influyan en alguna
medida sobre la capacidad de retencién de agua de los aislados estudiados.

La capacidad de imbibicion (o absorcion) de agua, se desdoblé por un lado
en la capacidad del aislado en absorber agua (WIC) y por otro el tiempo que
demora el proceso en alcanzar el equilibrio (te). Los valores de WIC resultaron
inferiores en la variedad El Paso 144 (Tabla 4). En valores absolutos son
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comparables con los observados por Chandi and Sogi (2007a) en concentrados
proteicos de salvado de distintas variedades de arroz (2,5 y 5,6 g/g), superiores a
los encontrados en diferentes concentrados proteicos de hojas por Aletor et al.
(2002) (2,7 g/g,) y algo inferiores a aislados proteicos de soja (4,3 g/g, Gandhi et
al., 2000). Los valores resultan cercanos a los considerados criticos para alimentos
ViSC0sS0s como sopas, salsas o jugos por lo que pueden resultar ingredientes de

alta calidad para alimentos de estas caracteristicas (Aletor et al., 2002).

Tabla 4. Propiedades de hidratacion de los aislados proteicos con respecto
al agua pura

Solubilidad en Capacidad de imbibicion de agua
agua WHC*

WIC* te

Ni 3,79 +£0,28a 7,17+0,44a 4,22+0,30a 15,0+ 0a

Np 0,93+0,42bc 4,45+0,36 bc 4,07 +£0,24 a 1,00 b
Ei 1,81+0,55b 5,67+1,28ab 3,19+0,11 b 1,5+0,71 b
Ep 0,35+0 c 2,60+0,27 ¢ 2,85+0,37 b 1,00 b

Letras diferentes en columnas representan diferencias significativas (LSD, p<0,05); WHC:
capacidad de retencion agua; * ml de agua/g de muestra; te: tiempo que se requiere en alcanzar
el equilibrio (min).

En cuanto a la forma en que se realiz6 la absorcién o sea el tiempo
requerido para alcanzar el equilibrio fue diferente: los aislados Np, Ei y Ep la

absorbieron rapidamente mientras que en Ni, el proceso fue mucho mas lento.

Considerando que Ni presentd elevados valores de solubilidad en agua,
WHC, WIC y el tiempo mayor en alcanzar el equilibrio en el proceso de absorcidn
de agua pura (Tabla 4), podemos corroborar la existencia de diferencias
estructurales en este aislado con respecto a los demas, en este caso dichas

estructuras provocarian una disminucion de la velocidad de hidratacion.

11.B.1c Capacidad de retenciéon de agua a pHs 3, 6 y 9 (WHC)

Se evalud la capacidad de retencidon de agua de los aislados a pHs 3, 6 y 9
Figura 5). La misma oscilé6 entre 1,67 y 9,96 ml de agua/g de muestra, valores

similares a los encontrados en aislados proteicos de amaranto (Abugoch, 2006).
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Figura 5. Capacidad de retencién de agua (WHC) de los aislados Ni, Np, Eiy Ep a los
pHs 3, 6 y 9. Letras diferentes representan diferencias significativas (LSD, p<0,05).

El comportamiento de los aislados fue diferente segun el pH de la soluciéon. A
pH 3 no se observaron diferencias en el WHC entre aislados mientras que a pH 6 y
9, Ni se destac6é del resto (LSD, p<0,05) con valores mayores. Esta propiedad
funcional depende, no solo del tamafio de los poros y de los capilares, sino también
de las caracteristicas de las moléculas proteicas. Estos resultados se correlacionan
con la mayor solubilidad del aislado Ni en agua y a pHs alcalinos lo cual es
contradictorio con la propuesta del aumento de WHC con la insolubilidad proteica.
En este caso se podria explicar considerando que estas proteinas son altamente
insolubles por lo cual en las condiciones estudiadas aun los mejores valores de
solubilidad son bajos. La mayor solubilidad estaria entonces relacionada con una
mayor capacidad de interaccionar con el agua lo cual concuerda con la capacidad de

retencion de agua.

11.B.2 Propiedades de superficie

Con el objeto de profundizar la investigacion y analizando la solubilidad de
los aislados (Figura 3) se considerd la condicion menos extrema en la que los
aislados pueden presentar buenas propiedades funcionales de superficie a la vez
que expresen diferencias entre si.

Conforme con este criterio, se seleccionaron los pHs 3 y 9 (u=0,2 M) para

evaluar la capacidad de los aislados de formar y estabilizar espumas y emulsiones.
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11.B.2a Actividad espumante

La capacidad de formar espumas se evalué mediante la determinacion del
volumen maximo de liquido incorporado a la espuma (Vmax) Y la estabilidad de las
espumas expresada como el tiempo medio o sea el tiempo que tarda en drenar el
50% del volumen maximo (t;,2). En la Tabla 5 pueden observarse los parametros

que caracterizan a las espumas de los aislados estudiados.

Tabla 5. Parametros de la capacidad de formar y estabilizar espumas de los
aislados Ni, Np, Eiy Ep (pH 3y 9, un=0,2 M)

pH 3 pH 9

Vimax 2 t1/2° Vimax ti
Ni 1,80+0,02 d 0,50+0,02 c¢ 4,98 £0,21a 0,78 £ 0,16a
Np 4,66+ 0,06 a 0,62 + 0,01 a 1,42+ 0,06 b 0,58+ 0,03 ab
Ei 2,39+0,11 ¢ 0,64+0,01a 0,54+0,11 ¢ 0,45+0 b
Ep 3,21+0,01 b 0,58+0 b 1,47 +0,02 b 0,64 + 0,01 ab

Letras diferentes minusculas en columnas representan diferencias significativas (LSD, p<0,05);
W max: vVolumen méaximo de liquido incorporado a la espuma (ml); ° t,,: tiempo que tarda en
drenar el 50% del volumen méaximo (min).

Los aislados presentaron diferencias en su actividad espumante. Si
analizamos, en primera instancia, los valores de Vmax vemos que a pH 3, Np
present6 la mayor capacidad de formar espumas y Ni la menor (Tabla 5); mientras
que a pH 9, Ni resulté el aislado con mejores espumas.

Complementariamente, si analizamos la estabilidad de las espumas vemos
que a pH 3 resulté mayor en Np y Ei; intermedio en Ep y minimo en Ni; mientras
que a pH 9, solo se diferenciaron los tiempos medios de los aislados de harina
integral de las variedades Nutriar y El Paso 144 (Tabla 5). Estas diferencias no son
muy relevantes ya que en todos los casos el tiempo medio fue reducido, lo que nos
estd determinando que las espumas resultaron inestables. Un comportamiento
similar fue observado en aislados proteicos de salvado de arroz que presentaron
propiedades espumantes similares a la clara de huevo pero con menor estabilidad
(Wang et al., 1999).
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Las espumas de la variedad Nutriar en el aislado de grano integral a pH 9
resultaron compactas, de burbujas pequefias y esféricas (Figura 6B), mientras el
resto de las espumas present6 burbujas poliédricas y laxas (Figura 6A). Analizando

en forma conjunta estos resultados y
A B comparandolos con los de solubilidad,
representados en la Figura 3, se puede
confirmar, en esta variedad, Ila
importancia de las proteinas solubles
como principales participantes en el
proceso de espumado de las proteinas.
La capacidad de formar espumas
de los aislados provenientes de la
variedad Nutriar resulté superior a la de

Figura 6. Espumas de los aislados proteicos de soja (Vmax=
distinta estabilidad. A: con
burbujas poliédricas B: con
burbujas esféricas. personal) y superiores a los observados
(Fotografia: F. Speroni).

2,96 ml; Ventureira, comunicacion

por Tang et al. (2003) en aislados de
salvado de arroz. Cabe aclarar que estos
andlisis fueron hechos en condiciones desfavorables (baja concentracidén proteica);
posiblemente, variando las condiciones se podrian conseguir espumas mas

estables.

11.B.2b Actividad emulsificante

Se evalud la actividad emulsificante de los aislados en soluciones a pH 9 y
fuerza i6nica p= 0,2 M a través del andlisis de los perfiles del backscattering (%BS)
tanto en la zona de cremado (zona inferior del tubo de medida) como en la de
coalescencia (zona superior del tubo de medida).

En una primera instancia se evaluaron los parametros que caracterizan las
emulsiones: backscattering inicial (%6BSin) y en la zona de cremado: tiempo en
que el %BS;o.30mm decrece un 10% (tp1) y constante cinética (Ko 1), valores que se

presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Parametros que caracterizan las emulsiones de los aislados Ni,
Np, Eiy Ep (pH 9, p=0,2 M)

BSin ? to,1" Ko.1°
Ni 26,47 + 0,47a 6,03 + 1,25a 0,39+0,09 b
Np 17,71 +1,96 b 2,06 +£0,15 b 1,65+ 0,06 a
Ei 19,11 +0,83 b 3,62+0,02 b 0,87 +0,04 b
Ep 19,49+1,84 b 2,11+0,35 b 1,50+ 0,38 a

Letras diferentes representan diferencias significativas (LSD, p<0,05); # %BSin:
backscattering inicial (96); ° to.: tiempo en que el %BS;o.;0mm decrece un 10% (min);
°Ko,1: constante cinética.

El elevado valor de %BSin del aislado Ni indic6 que el mismo formé una
emulsién mas estable diferenciandose del resto de los aislados estudiados (Tabla
6). Se considera que existe una correlacion lineal inversa entre el backscattering
inicial y el tamafio de particula de cada emulsién en condiciones iniciales y con la
misma proporcion volumétrica de aceite (Palazolo et al., 2004). En otras palabras,
un valor mayor de %BSin implica un menor tamafio de gota y, de esta manera,
esta propiedad constituye una buena medida de la capacidad de la proteina de
generar emulsiones.

Analizando la cinética de backscattering en esta zona de cremado, zona
inferior del tubo de medida (%BSi0.30mm) €n funcion del tiempo podemos
determinar la estabilidad de las emulsiones (Figura 7). La mejor estabilidad de Ni
puede observarse comparando los valores superiores de t,; y algo inferiores de Kg 1
(Tabla 6). Comparando los perfiles de los cuatro aislados se nota la superioridad de

Ni en la estabilidad de la emulsion.
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Figura 7. Porcentaje promedio de backscattering en la
zona inferior del tubo de medida (%BS;;;mm) @
diferentes tiempos de estacionamiento de las
emulsiones preparadas con los aislados Ni, Np, Eiy Ep.

En una segunda instancia estudiamos la coalescencia, ilustrada en la
Figura 8 mostrando la cinética de los valores promedios de backscattering de la

parte superior de tubo de medida (%6BSs0.60mm)-
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Figura 8. Porcentaje promedio de backscattering en
la zona superior del tubo de medida (%BS;, g5;m) @
diferentes tiempos de estacionamiento de las
emulsiones preparadas con los aislados Ni, Np, Ei, y

Ep.
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El backscatering en la zona superior es la resultante de los procesos de
cremado (aumento de BS) y coalescencia (disminucion). La disminucion de este
parametro esta indicando la ocurrencia de coalescencia en los aislados Np, Ei y Ep,
especialmente teniendo en cuenta que estas emulsiones mostraron un cremado
temprano (Figura 7). Mientras que los valores elevados de Ni manifiestan que la
coalescencia no es un componente significativo en el proceso de desestabilizacion
de la emulsion de este aislado.

Estos resultados nos permiten concluir que Ni, superior en solubilidad a pH

9 (Figura 3), presenté mayor actividad emulsificante que el resto de los aislados.

11.B.3 Absorcion de aceite

Por dltimo, se determind la capacidad de los aislados de absorber aceite tal
como se detalla en materiales y métodos.

Los resultados presentados en Tabla 7, muestran que, si bien por el grado
de precision del método, y/o el nimero de repeticiones realizadas, las diferencias
entre aislados encontradas no fueron estadisticamente significativas (LSD p<0,05).

Los valores son superiores a los observados por Chandi and Sogi (2007a) en
la variedad Basmati 370 y en la caseina y similares a los de la variedad Basmati
386.

Por otro lado, también resultaron semejantes a los valores obtenidos en
concentrados proteicos de hojas de vegetales (Aletor et al., 2002) y en aislados

proteicos de soja (Gandhi et al., 2000).

Tabla 7. Valores medios de absorcion
de aceite de los aislados Ni, Np, Ei y
Ep (expresados en g/g)

Absorcioén de aceite

Ni 7,50 + 0,54 a
Np 7,57 £ 2,65 a
Ei 8,64 +2,73 a
Ep 11,34 + 0,47 a

*g/g de aislado. Letras diferentes representan
diferencias significativas (LSD, p<0,05).

66



Proteinas de arroz: propiedades estructurales y funcionales RESULTADOS Y DISCUSION

11.B.4 Correlacion entre propiedades funcionales evaluadas

Dada la existencia de bibliografia contradictoria acerca de la influencia de la
solubilidad proteica sobre las propiedades funcionales de hidratacién y de superficie
se realiz6 un analisis de correlaciéon para los parametros estudiados a pH 9, y

fuerza i6nica p=0,2 M de los aislados Ni, Np, Ei y Ep (Tabla 8).

Tabla 8. Matriz de correlacion entre los parametros de las propiedades funcionales
evaluadas a pH 9y u=0,2 M

Capacidad Capacidad
Solubilidad WHC espumante emulsificante
proteica V max ti/o %BSin to1
WHC? 0,9128
(0,0016)
Vimax © 0,9775 0,8299
(0,0000) (0,0108)
ta/° 0,7386 0,4933 0,8405
(0,0364) (0,2142) (0,0090)
%Bsin® 0,9225 0,8791 0,9036 0,6755
(0,0011) (0,0040) (0,0021) (0,0660)
to1° 0,8718 0,9314 0,7708 0,3445 0,8767
(0,0048) (0,0008) (0,0252) (0,4034) (0,0043)
Ko,lf -0,7652 -0,8502 -0,6441 -0,2910 -0,8495 -0,9342

(0,0269)  (0,0075) (0,0848) (0,4845) (0,0076) (0,0007)

Entre paréntesis figura el valor de probabilidad (p): p<0,05=correlacion significativa; p<0,01=
correlacién altamente significativa, p>0,05=correlacidon no significativa; * WHC: capacidad de retencién
agua (MI/g); ® Vmax: volumen méaximo de liquido incorporado a la espuma (ml);® ty,: tiempo que tarda
en drenar el 50% del volumen maximo (min); ¢ %BSin: backscattering inicial (%); © to1: tiempo en que
el %BS;0.30mm decrece un 10% (min) y f Ko 1: constante cinética.

Se ha observado una alta correlacion (p<0,01) entre la solubilidad proteica y
capacidad de retencion de agua (WHC). En esta oportunidad, las propiedades de
hidratacion se relacionaron con la solubilidad de los aislados. Por su parte, Were et
al. (1997) estudiando aislados proteicos de soja, encontraron relaciéon directa entre
WHC vy solubilidad. Asimismo, la capacidad de retencion de agua se correlacion6
con la capacidad de formar espumas y de formar y estabilizar emulsiones.

La capacidad de formar espumas se correlacion6 en forma altamente

significativa con la solubilidad (p<0,01), mientras la capacidad de estabilizacion lo
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hizo en forma significativa (p<0,05). Varios autores han encontrado que al
aumentar la solubilidad de las moléculas, se incrementa la capacidad de formar
espumas entre ellos Anderson et al. (2001) estudiando hidrolizados de glutelinas de
arroz y Agboola et al. (2005) corroborando esta relacion directa a diferentes pHs.

Se ha observado una fuerte relacién entre los parametros que caracterizan
la emulsion y la solubilidad. Tanto el %BSin, como el ty,; presentaron una
correlacién altamente significativa con la solubilidad, mientras que el Ky, se
correlacion6é en forma significativa y negativa dada la relacién inversa entre este
parametro y la capacidad de estabilizar una emulsién. EXxisten posiciones
encontradas en cuanto a la relacién entre la solubilidad y la capacidad para formar
y estabilizar emulsiones. Varios autores han encontrado una correlacién positiva
(Crenwelge et al., 1974; Volkert and Klein, 1979; McWatters and Holmes, 1979;
Voutinas et al., 1983; Bera and Mukherjee, 1989; Qi et al., 1997; entre otros);
mientras que otros mencionan que ambas propiedades no estan necesariamente
relacionadas (Wang and Kinsella, 1976; Aoki et al., 1980, Voutinas et al., 1983).

Por otro lado, se ha observado que la capacidad de estabilizar la espuma
(t12) y los parametros de la emulsién no se correlacionan en forma significativa
(p>0,05), mientras y como es de esperar, los que caracterizan a la emulsiéon estan
altamente correlacionados entre si (Tabla 8).

Bera and Mukherjee (1989) estudiando concentrados proteicos de salvado
de arroz encontraron una fuerte influencia del pH y la concentracién salina sobre la
solubilidad del nitrégeno y la capacidad de formar espumas y emulsiones. Al
aumentar la concentracion de sales decrecen la solubilidad, y la capacidad de
formar espumas y emulsiones siendo inverso el comportamiento con la variacion

de pH.

11.C Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos, la variedad Nutriar, se caracteriz6
por su mayor contenido proteico tanto en grano integral como en pulido y con
valores del aminoacido esencial lisina algo superiores.

Si bien todos los aislados presentaron baja solubilidad a pHs neutros, con
moderada a alta solubilidad a pHs extremos la variedad Nutriar se destacd por su
mayor solubilidad tanto a pHs acidos (Np) como a pHs alcalinos (Ni),
caracteristicas diferenciales que se vieron expresadas en sus propiedades

funcionales.
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Los aislados de esta variedad presentaron mejores propiedades de
hidratacion, expresadas en elevados valores de WHC en agua. Por otro lado el
aislado Ni presenté mejor capacidad de formar y estabilizar espumas y emulsiones.

Entre grano integral y pulido las diferencias se manifestaron en su
digestibilidad, asi como en sus valores de solubilidad y de WHC en agua siendo en
todos los casos superior en aquellos aislados provenientes de grano integral. En
cuanto a las propiedades de superficie, también se observaron diferencias entre
aislados de grano pulido e integral; mientras los aislados de grano pulido
presentaron mayor capacidad espumante en medio acido, los de grano integral
mostraron mejores propiedades en medio alcalino.

Estas caracteristicas permiten diferentes aplicaciones de los productos y
coproductos de la elaboracion del grano de arroz. Los aislados, preparados a partir
del quebrado (pulido) pueden ser buenos ingredientes para incluirlos en
formulaciones alimenticias acidas, mientras los aislados preparados a partir del
grano completo incluyendo embridén y cubiertas externas le confieren caracteristicas
fisicoquimicas y nutricionales diferenciales. Las condiciones de pH en que estos
aislados presentan sus propiedades de superficie 6ptimas constituyen una limitacién
para su utilizacion como ingrediente alimentario. Sin embargo las correlaciones
analizadas especialmente a pH 9 y las observadas en el resto de los solventes
utilizados permitieron reconocer una alta relacion de la funcionalidad con Ila
solubilidad de las proteinas de arroz. De esta manera, esta fuerte relacion hace
suponer que posibles modificaciones en la molécula proteica (como hidrolisis o
acilacion) que provoquen un incremento en su solubilidad permitirian la utilizacion

de aislados proteicos de arroz como potenciales ingredientes para la industria.
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4 / CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados del presente trabajo permiten destacar al arroz de la
variedad Nutriar con ventajas desde el punto de vista alimentario frente al

arroz tradicional.

Su caracterizacion ha permitido concluir que:

= Esta variedad, de alto contenido proteico, posee una superioridad en la
fraccion glutelina, incremento que esta localizado fundamentalmente, en los

tegumentos externos del grano o salvado.

» Sus proteinas presentaron mayor solubilidad en la mayoria de las
condiciones estudiadas. Posiblemente la existencia, en la fraccion glutelina,
de subunidades provenientes de diferentes subfamilias genéticas con mayor
0 menor grado de polimerizacion le confieran propiedades fisicoquimicas

que se traducen después en propiedades funcionales diferenciales.

= Esta mayor solubilidad les permiti6 expresar mejor funcionalidad
presentando a sus aislados proteicos como ingredientes alimentarios de
eleccion. A su vez la mayor solubilidad y extractabilidad permitirian mayores
rendimientos en la obtencidon de aislados a nivel industrial y con un mayor

contenido proteico.

Se han encontrado diferencias entre proteinas de esta variedad
provenientes de grano pulido e integral. Estas diferencias permiten

proponer variadas aplicaciones.
» Mientras que las proteinas provenientes del grano pulido presentaron una

mayor solubilidad, extractabilidad y funcionalidad a pHs acidos las

provenientes de grano integral se mostraron superiores en medio alcalino.

70



Proteinas de arroz: propiedades estructurales y funcionales CONCLUSIONES GENERALES

Este interesante comportamiento se observé en las dos variedades

estudiadas y no se ha podido explicar desde el punto de vista molecular.

En especial el aislado de harina integral, se destacé en sus valores de
capacidad de retencién de agua (WHC) y a pHs 6 y 9, en su capacidad de
absorcion de agua (WIC), asi como en su capacidad de formar y estabilizar

espumas y emulsiones.

La capacidad de estos aislados de absorber y retener agua jugaria un
importante papel en la textura de diversos alimentos y podrian utilizarse
especialmente en la elaboracién de quesos, masas dulces y variados
productos; mientras que por sus propiedades de superficie los aislados de
grano pulido serian buenos agentes espumantes a pHs acidos y los de

integral a pHs alcalinos.

Los aislados de grano integral en ambas variedades presentaron mayor
digestibilidad que los correspondientes a grano pulido lo que seria

destacable en formulaciones infantiles.

La elevada correlacion entre solubilidad y funcionalidad observada en las
proteinas de arroz estudiadas, permiten suponer que posibles
modificaciones quimicas en la molécula proteica, como hidrdlisis o acilacion
mejorarian la solubilidad de la proteina y posibilitarian la utilizacion de
aislados proteicos como potenciales ingredientes para la industria

alimentaria.

Asimismo podria determinarse la funcionalidad de estos aislados proteicos
en la formacién de geles lo que abriria aun mas el abanico de posibilidades
de su utilizaciéon como ingrediente, recurso valioso, disponible y econémico,

posible de ser utilizado en la elaboracién de alimentos.
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