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RESUMEN

Dada la creciente demanda de productos de panaderia sin gluten, la industria desarrolla y aplica
nuevos tratamientos como el tratamiento hidrotérmico con microondas o el ultrasonidos; que
provocan modificaciones fisicas en las harinas tratadas. Sin embargo, no se conocen en
profundidad los cambios que producen dichos tratamientos en las proteinas de estas materias
primas cuyo valor nutricional original es alto. Por ello, este trabajo analiza el impacto de los
tratamientos microondas y ultrasonidos sobre la fraccion proteica de harinas sin gluten de trigo

sarraceno, quinoa (pseudocereales) y maiz (cereal).

Una vez humedecidas y tratadas con microondas las harinas de quinua, trigo sarraceno y maiz o
tratadas con ultrasonidos las harinas de ambos pseudocereales, se estudid su efecto sobre las
proteinas mediante diferentes técnicas. Extractos de todas las harinas nativas y tratadas, y las
fracciones proteicas del trigo sarraceno obtenidas por el procedimiento de Osborne, se
analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sddico. Se
comprobd que la magnitud de los cambios en las proteinas observados por esta técnica, en el
caso del tratamiento con microondas, eran mayores para la quinua y el maiz que para el trigo
sarraceno. El tratamiento con ultrasonidos no obtuvo diferencias apreciables en ninguna de las
dos harinas tratadas. Los espectros de las harinas nativas y tratadas obtenidos con la
espectroscopia de transmisién de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) no mostraron
diferencias significativas entre si, aunque permitieron analizar la efectividad del
fraccionamiento. La calorimetria diferencial de barrido (DSC) puso de manifiesto ciertos cambios
tras el tratamiento, pero no permitié extraer resultados concluyentes respecto al impacto de los
tratamientos sobre las proteinas. Se estudiaron también los cambios de color, probablemente
debidos a la Reaccidn de Maillard; siendo estos mas marcados en el tratamiento microondas y
casi despreciables en el caso de ultrasonidos. Por tanto, la magnitud del efecto sobre las
proteinas de los tratamientos varia no solo en funcidn del tratamiento aplicado, sino también

de la harina.

Palabras clave: pseudocereales, maiz, fraccion proteica, tratamiento microondas, tratamiento

ultrasonidos.
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ABSTRACT

The bakery process of gluten-free flours is a challenge for the food industry, due to its growing
demand. For that reason, new treatments such as Heat Moisture-Treatment (HMT) and
ultrasound treatment are tested. Such techniques are equally applied to traditional products
like maize flour or to new alternatives like pseudo cereals because of its high and healthy protein
content. Nevertheless, there is few information about the protein changes caused by the
mentioned treatments. This study analyses the impact of microwave and ultrasound treatment

on the protein fraction of gluten-free flour of pseudo cereals and maize.

The moisture content of quinoa, buckwheat and maize flour was changed and adapted for the
microwave treatment, which was applied to the tree flours. The ultrasound treatment was only
studied on the quinoa and buckwheat flours. After the treatments were done, the protein profile
of the flours and Osborne protein fractions of buckwheat was analysed by SDS-PAGE
electrophoresis. Infrared transmission spectroscopy with Fourier transform (FTIR) and
differential scanning calorimetry (DSC) were also carried out to determine protein changes and
a colorimetry was done to check out colour changes. It was assessed that the impact of
microwave treatment on the protein profile observed with SDS-PAGE was bigger in quinoa,
followed with maize, and small differences could be appreciated on buckwheat, and ultrasound
treatment provokes no appreciable changes. Moreover, FTIR analysis did not show qualitative
differences in the flour structures but a low effectivity of fractionization process. DSC results
shed different changes in the observed peaks. Furthermore, Maillard Reaction happened in all
the samples, but browning was more intense in the microwaved ones. Therefore, the size of the
impact of the treatments on the proteins is different depending not only of the kind of treatment

but also of the flour.

Keywords: pseudocereals, maize, protein fraction, microwave treatment, ultrasound treatment.
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1. INTRODUCCION.

El gluten es un conjunto de proteinas, mayormente gliadinas (prolaminas) y gluteninas
(glutelinas), presente en el trigo. Existen, ademas, gliadinas similares en el centeno, la cebada y
la avena que también se denominan gluten por extension. Forman parte de las proteinas de
almacenamiento de estos cereales y de él depende la calidad de la masa de pan y otros
productos alimentarios cuya base son estas harinas. Este conjunto de proteinas también esta
asociado a un pequefio porcentaje de lipidos (8%) y carbohidratos (9%). Las proteinas y los
lipidos asociados en el gluten, lipoproteinas, son responsables de las propiedades viscoelasticas
y confieren a la masa la capacidad de retener gas durante la fermentacion, generando un
producto final con corteza eldstica y esponjoso; mientras que los carbohidratos, pentosanos
como el B-glucano, fijan una gran cantidad de agua. Debido a sus Unicas cualidades elasticas,
los productos derivados de estos cereales tienen una amplia aceptacién y tradicién en la
industria alimentaria, que ademas lo emplea como aditivo (Biesiekierski, 2017) (Belitz, Grosch,

& Schierberle, 2011).

Este conjunto de proteinas ha ganado en popularidad en los ultimos afios dado el creciente
numero de casos diagnosticados de enfermedad celiaca y otras enfermedades menos
estudiadas, como la sensibilidad al gluten no celiaca, (Czaja-Bulsa, 2015) (Padalino, Conte, & Del
Nobile, 2016)(Moscoso J., & Quera P., 2015). Segun la ESPGHAN (2012), la enfermedad celiaca
es una enfermedad sistémica inmunomediada, provocada por el gluten en individuos
genéticamente susceptibles y tanto ésta como la sensibilidad al gluten no celiaca presentan
remision de los sintomas con una adherencia a la dieta sin gluten (Coronel Rodriguez, Espin
Jaime, & Guisado Rasco, 2015), ya que las gliadinas del gluten tienen secuencias peptidicas
resistentes a la protedlisis por su alto contenido en prolina y glutamina Estos residuos de
glutamina son desaminados por la enzima transglutaminasa 2, que crea residuos cargados
negativamente en la gliadina que aumentan la afinidad de los péptidos DQ2, activando linfocitos
CD4+ responsables de la respuesta inmune y desencadenantes de la respuesta sistémica de la

enfermedad celiaca (Arentz Hansen, McAdam, Molberg, Fleckenstein, Lundin et al, 2002).

El gluten no es una proteina esencial y por tanto su eliminacién de la dieta no deberia producir
ningun tipo de carencia; sin embargo, como consecuencia del cambio en el patréon dietético,
estos pacientes suelen consumir mayores cantidades de grasa y aztcar y menores de fibra (El
Khoury, Balfour-Ducharme, & Joye, 2018). Se produce asi un desequilibrio nutricional agravado
por la inadecuacion dietética de los productos especiales sin gluten, que tienen un menor

contenido proteico y un mayor aporte de grasa y sal que sus homdlogos con gluten (Melini &
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Melini, 2019) . A este problema, se suman otros desafios para el consumidor como el
encarecimiento en el presupuesto destinado a la compra (Federacion de Asociaciones de
Celiacos de Espafia, 2019) , muy relacionado con la dificultad para encontrar productos seguros
y a la menor escala en la que estos alimentos son producidos por la industria alimentaria. La
normativa vigente define un producto sin gluten como “aquel cuyo contenido en gluten es <
20 mg/kg (<20 ppm)”’(Comisi & Europea, 2014), norma actualmente en revisién debido al

desconocimiento del nivel realmente seguro para el paciente.

Todo ello supone un reto para la industria, que trabaja constantemente por la mejora
organoléptica de los productos sin gluten intentando crear un producto econémico, seguro y de

alta calidad nutricional.

Alternativa a los cereales con gluten: pseudocereales y maiz.

El trigo es uno de los cultivos mas extendidos en Europa, y mds en la dieta mediterranea. Por
ello, se buscan otros cultivos que si son comunes en el resto del mundo y que no ocasionen los
ya mencionados problemas. Son varias las alternativas mas empleadas hasta la actualidad en la
fabricacion de productos sin gluten; entre ellos el arroz, sorgo y maiz. No obstante; en los ultimos
afos comienzan a introducirse nuevas alternativas, como las harinas de pseudocereales. Segun
el American Heritage Dictionary of English language, “un pseudocereal es cualquier planta que
no pertenece a la familia de las gramineas, pero produce frutas y semillas utilizadas como harina
para pan y otros alimentos basicos”. A diferencia de las gramineas, son plantas dicotiledéneas y
, al ser su estructura diferente, también se observan diferencias en su composicion (Alvarez-
Jubete, Arendt, & Gallagher, 2010). Su principal componente es el almiddn y su contenido
proteico, entre el 12% y 18,9 %, es superior al de los cereales; destacando el importante aporte
en aminodacidos como cisteina y metionina (ambos esenciales). Ademas, la distribucion de las
fracciones proteicas también es distinta, siendo mayoritarias las albiminas y globulinas mientras
que en los cereales la mayor parte de las proteinas pertenecen a las prolaminas y glutelinas,
como proteinas de reserva. Cabe destacar también su alto contenido en fibra en relacion con la
de cereales refinados, ya que se molturan de forma integral (Alvarez-Jubete et al., 2010). Por
tanto, los pseudocereales y sus harinas suponen una nueva oportunidad para el desarrollo de

alimentos sin gluten que mejoren las inadecuaciones dietéticas previamente mencionadas.

A continuacion, se detallan las caracteristicas de algunos pseudocereales y cereales interesantes
en la dieta sin gluten. El maiz, como sustituto tradicional en la dieta sin gluten, y la quinua y el

trigo sarraceno como nueva oportunidad dentro de la creciente utilizacién de pseudocereales.
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/) Maiz

Es una planta de la familia de las Poaceae, graminea, anual y domesticada en México. Su grano
estd cubierto por el pericarpio, cubierta fibrosa que encierra al grano; éste esta constituido por
endospermo y germen. El primero contiene almiddn y proteinas de reserva para la planta en su
desarrollo y en la segunda estan el eje embrionario o planta nueva y el escutelo. Las proteinas
de las semillas del maiz se clasifican tipicamente en zeinas y no zeinas. Las zeinas se
corresponden con la fraccién de las prolaminas, proteinas de almacenaje principales en este
cereal. Sin embargo, su proteina es de baja calidad ya que tiene bajos niveles de aminoacidos
esenciales, especialmente lisina. (Spalekovd & Galova, 2018)(Vivodik, Galovd, Baldzova,

Petrovicova, & Hlozakova, 2016).
) Quinua (Chenopodium quinua)

La quinua, como recoge el diccionario de la Real Academia Espafiola o quinoa como
normalmente se le denomina, es una dicotiledénea de la familia de las Amaranthaceae. Es
nativa de la regién de los Andes (Sudamérica) que estd adaptada a altitudes de entre 2000 y
4000 m y es resistente al frio y a escasas precipitaciones. Por lo que su cultivo se ha extendido
en todo el mundo por su gran adaptabilidad. Su color depende de la variedad y cambia de blanco
a amarillo hasta rojo y su estructura es similar a la del amaranto; en ella, el grano esta envuelto
en un doble pericarpio que contiene saponinas, que deben ser eliminadas antes de su consumo
(Mir, Riar, & Singh, 2018). Dentro, en el grano, se pueden distinguir el embriogermo, que forma
una espiral y que rodea al perispermo, rico en almiddn. Este, junto con el revestimiento de la
semilla, representa la fraccion de salvado rica en grasas y proteinas, especialmente en lisina y

metionina (Alonso-Miravalles & O’Mahony, 2018).

Su harina contiene 6,5 veces mas hierro que el trigo, altos niveles de Vitamina E y 10 veces mas
folato que el trigo, por lo que actualmente es considerada uno de los principales ingredientes
funcionales (Sohaimy, Mohamed, Shehata, Mehany, & Zaitoun, 2018). De hecho, la promocién

de la quinua forma parte de una estrategia para contribuir a la seguridad alimentaria de la FAO.
1) Trigo Sarraceno o Alforfon (Fagopyrum esculentum)

Originario de Asia, crece preferentemente climas calidos y puede cultivarse en casi todos los
tipos de suelo menos en aquellos arenosos. Dentro de Europa, Polonia es la principal productora
de trigo sarraceno (TS). En las semillas de alforfén, cuya forma es triangular, las reservas de
almiddn se almacenan en el endospermo, como en los cereales comunes, y el embridn, rico en

grasa y proteina, se extiende a través del endospermo almidonado. Las proteinas del TS tienen
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una buena composicion proteica y un buen balance de aminodcidos, siendo rico en lisina y

arginina. Su contenido en prolina y glutamina es muy inferior al del trigo.

Son muchas las investigaciones que se han realizado sobre su potencial como alimento
funcional; de hecho, los extractos de trigo sarraceno muestran un efecto en Ia
hipercolesterolemia. Este efecto se debe, posiblemente, a un mecanismo de reduccién de la
absorciéon intestinal del colesterol dietético. También se han estudiado otras capacidades
relacionadas con la prevencidn y tratamiento del cancer, ya que se ha demostrado in vivo e in
vitro su capacidad antioxidante, por la inhibicidon de la proliferacién celular, ciclo celular y la
induccion de la apoptosis. Contiene unos compuestos, denominados fagopiridoles, que ejercen
un rol similar a lainsulinay demuestran una reduccién de la glucemia en un importante nimero
de estudios (Giménez-Bastida & Zielinski, 2015). En relacion con las anteriores observaciones,
se comprobd que la sustitucion de una parte de la harina de trigo en la composicidon de un pan
en China tenia un efecto positivo en el control de la glucemia(Liu, Brennan, Serventi, & Brennan,
2017). Por ello, el trigo sarraceno es un nuevo alimento cuya inclusion en el patron dietético

puede ser interesante.

La panificacidn sin gluten y cereales, un nuevo reto

El pan es un alimento de consumo diario en nuestro patrén dietético; cuyo aporte puede
suponer una dosis de nutrientes que mejoren nuestra salud o a la inversa, un consumo repetido

de nutrientes inadecuados que deterioren nuestra salud.

A pesar de que las harinas derivadas de las anteriores semillas no contienen gluten y poseen
buenas caracteristicas nutricionales, llevar a cabo el proceso de panificacidon presenta grandes
dificultades. Esto se debe a la ausencia de una red que propicie la elasticidad y viscosidad del
gluten. De hecho, los panes sin gluten no pueden retener el gas necesario para la correcta
formacién de la miga salvo que otro gel lo reemplace. Por tanto, para reformular estos panes,
se aumenta la cantidad de aquellos ingredientes que podrian formar una fase continua de
estabilizacion: los almidones, de una Unica harina o varias, y los hidrocoloides. No obstante, al
aumentar el contenido en almiddén en la formulacién, el pan pierde valor nutritivo en cuanto a
micronutrientes, fibra y proteinas, ademas de un tener color mas claro que no atrae tanto al

consumidor (Schober, 2009).

El almidén y la harina de maiz son frecuentemente empleados en la formulacidon de los
productos sin gluten comercializados (Roman, Belorio, & Gomez, 2019); pero la investigacion
avanza para buscar mejores resultados, y son varios los experimentos realizados con

pseudocereales. En este proceso de bulsqueda, se encontrd que si en la formulaciéon de panes
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sin gluten se sustituia parte del almidén de patata con harina de pseudocereales se obtenian
productos con un gran contenido en fibra calcio y hierro, y un mayor contenido en polifenoles.
Ademas, el volumen del pan aumentaba de forma significativa y tenia una miga mas suave con
respecto a la formulacién con almiddn de patata (Alvarez-Jubete et al., 2010) . Por otra parte,
sustituyendo en diferentes proporciones las harinas de arroz y maiz por quinua en una receta
control, pero manteniendo el almidén de maiz y afiadiendo a-glucosidasa fungica, la calidad del
pan sin gluten resultante mejoraba. Concretamente, cuando la harina de quinua suponia un 75%
de la composicién del producto, se obtenia un pan de un volumen 33% superior, con una corteza
mds oscura y un interior mas claro; semejante al pan con gluten de trigo. Ademads, obtuvieron
una correlacién positiva entre la cantidad de harina de quinua blanca empleada vy la elasticidad
del pan (Elgeti et al., 2014). No obstante, se ha de indicar que, al perder el salvado, también
pierde su importante riqueza en fibra; algo que por otra parte ocurre también en el pan
tradicional no integral. Los resultados de la sustitucion en la formulacién de panes sin gluten con
pseudocereales son muy variados debido a la distinta formulacién de los panes elegidos como
control, del porcentaje de sustitucion y del pseudocereal empleado; por lo que es clave buscar
la correcta formulacion de los ingredientes y continuar con la busqueda de materias primas que

proporcionen un gel que aporte viscosidad al pan.

Tratamientos microondas y ultrasonidos

Son multiples los tratamientos destinados a cambiar la viscosidad de las harinas, entre ellos el
tratamiento con microondas y ultrasonidos. Las ondas microondas son ondas de radio de alta
frecuencia que generan movimiento de las moléculas cuya estructura es de un dipolo eléctrico,
lo que comunmente se emplea para calentar alimentos y fruto de este aumento de temperatura
puede haber cambios en la composicidon quimica. Pero la utilidad de este tratamiento no se
limita al calentamiento; de hecho, se ha estudiado el efecto de diversos tratamientos con
microondas para mejorar la panificacion de productos sin gluten en las propiedades
estructurales y funcionales de los granos de cereales (Villanueva, Harasym, Mufioz, & Ronda,
2018), aunque la investigacion con la harina de pseudocereales es, en contraste, muy escasa.
Por ejemplo, en el pretratamiento de harina de trigo sarraceno tartaro con microondas durante
4 minutos a 150 W no se observaron cambios en su composicion ni en la estructura primaria de
las proteinas, pero si mejord la funcionalidad de la harina (Sun et al., 2018). El contenido en agua
y en agua ligada de las harinas es fundamental para entender y adecuar el tratamiento con
microondas. A parte, un aumento en la humedad de la muestra combinado con un
calentamiento permite la movilidad molecular y los cambios estructurales de la harina. Por ello

es necesario modificar el porcentaje de humedad de la harina antes de someterla a tratamiento.
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En la harina de arroz, se comprobd que una humedad del 30% obtenia la mayor diferencia
positiva con respecto a la viscosidad de la harina sin tratar y, por tanto, una mejora de las

propiedades panificables de esta harina (Villanueva et al., 2018).

Por otra parte, el uso del tratamiento ultrasonidos (US) se esta extendiendo en el procesamiento
de alimentos. Su mecanismo, se basa en ondas sonoras de frecuencia superior a la percibida por
el oido humano que viajan por una solucién, provocando cambios de presién y temperatura
proporcionales a la cantidad de energia aplicada al sistema (Vera, Valenzuela, Yazdani-Pedram,
Tapia, & Abugoch, 2019). El tratamiento es uniforme en toda la muestra y es un factor

importante la concentracidn de la harina en el medio.

Los cambios de presidn producidos por las ondas ultrasonidos son los buscados para obtener el
efecto deseado, en este caso, sobre los granos de almiddn, cambiando su tamafio y su
cristalinidad, afectando asi a su viscosidad. Estos cambios de presidn producen que las moléculas
gue componen la solucién cambien inmediatamente a estado de vapor, formando cavidades
que viajan a zonas de mayor presién y estallan (es decir, el vapor regresa al estado liquido)
produciendo cambios en la superficie de la muestra (Jambrak et al., 2010). Este efecto se llama
cavitacion, y puede intervenir en la reduccién del tamafio de agregados proteicos (Vera et al.,

2019).

2. JUSTIFICACION

ProCerealtech es un grupo de investigacion de la Universidad de Valladolid multidisciplinar, en
el que investigadores del Area de Tecnologia de los Alimentos estudian las propiedades
fisicoquimicas, sensoriales y nutricionales de los alimentos y la mejora de la calidad de los
productos basados en cereales y derivados sin gluten mediante la modificacién fisica de las
harinas. Una de sus multiples lineas de investigacion es la modificacién de la funcionalidad de
los tratamientos por microondas y ultrasonidos de las harinas sin gluten para su aplicacion en el

desarrollo de productos de panaderia sin gluten.

Su trabajo se centra en la modificacién de la viscosidad de las masas panarias resultantes de
estas harinas sometidas a los pretratamientos ya mencionados. Estas modificaciones se realizan
buscando un impacto en la gelatinizacidén del almidén. No obstante, los distintos procesamientos
afectan a la harina en su conjunto; por lo que podrian observarse cambios en su composicion

nutricional y caracteristicas organolépticas no buscadas y debidas a otros constituyentes.

Las proteinas son biomoléculas y nutrientes esenciales cuya calidad es necesario mantener. No

profundizar en el estudio de las proteinas de estas materias primas y centrarse sélo en la
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ausencia de gluten limitaria el resultado de la investigacién y la calidad del producto final. Por
ello, este trabajo estudia las modificaciones a nivel proteico debidas a los tratamientos
aplicados, aportando un nuevo enfoque a la investigacion hasta ahora ya realizada y

relaciondndolo también con lineas de trabajo de otros equipos.

3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es analizar el efecto a nivel proteico de los tratamientos
microondas o ultrasonidos en las harinas de quinua, trigo sarraceno y maiz, para discutir la

idoneidad del tratamiento aplicado. Se incluyen como objetivos secundarios:

- La optimizacién del procedimiento para el fraccionamiento proteico y evaluacién de su
efectividad.

- Caracterizacién proteica de las harinas nativas y tratadas con microondas o ultrasonidos.

- Optimizacidn de las variables de estudio electroforético para cada harina.

- Analisis cualitativo de las estructuras de las harinas nativas y tratadas con microondas y

ultrasonidos.

4. MATERIAL

4.1 HARINAS
- Harina de trigo sarraceno polaco (TS): de la variedad Kora, fue suministrado por Grupa

Producentéw Ekologicznych Dolina Grypki SP Z O (Miedzylesie, Polonia). Se obtuvo por
molienda del grano con un molino Perten utilizando un tamiz de Imm.

- Harina de maiz: fabricada en el Berrén, Asturias, Espafia. Suministrado por ADPAN.
Molida en molino de piedra.

- Harina de quinua: variedad Titicaca. Cultivada en Rodilana, Valladolid. La empresa
suministradora fue “Extremenia arroces”, Caceres.

Su composicion se indica en la Tabla 1.

Tabla 1: Composicion proximal de las harinas nativas de trigo sarraceno, quinua y maiz.

TS Quinua Maiz
Proteina (%) 12,63 14,04 7,73
Grasa (%) 3,01 5,53 3,5
Cenizas (%) 1,78 2,12 -
Humedad (%) 12,8 10,37 11,14

*Los valores de proteina, grasa y cenizas del TS y quinua fueron determinados por el laboratorio Agrolab Ibérica S.L.U en Burgos.
Los valores de proteina y grasa del maiz fueron aportados por ADPAN. Los valores de la humedad de todas las harinas se
determinaron tal y como indica el apartado 5.1
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4.2 EQUIPOS Y MATERIAL FUNGIBLE (ANEXO IV)
4.3 REACTIVOS (ANEXO V)

5. METODOS

5.1 DETERMINACION DE LA HUMEDAD
Se realizé mediante el método AACC Method 44-15.02, por pérdida de peso. Para ello, se

pesan dos gramos de muestra en capsulas de acero inoxidable con tapa que son introducidas
en la estufa a 130°C durante 1 h con la cdpsula abierta y la muestra bien distribuida.
Transcurrido ese tiempo se sacaban de la estufa (Binder GmbH) y una vez tapadas se

introducian en desecador hasta que alcanzaban la temperatura ambiente.

El porcentaje de humedad se establecié mediante el siguiente cdlculo

peso de la capsula+muestra)—(peso capsula+muestra desecada)

% Humedad = ( x100

peso muestra

5.2 TRATAMIENTO DE LAS HARINAS

5.2.1 Humidificacion de las harinas y tratamiento microondas.

En linea con el trabajo anterior de los investigadores, las harinas de pseudocereales y maiz
fueron humedecidas hasta alcanzar una humedad del 30+0,5%, a partir de la humedad obtenida

segun lo indicado en el apartado 5.1, se calcula el agua a afiadir con la siguiente formula:

Humedad buscada x g harina — Agua de la harina

agua a ahadir = 1 — Humedad buscada

Con estos datos, se pulveriza poco a poco la cantidad de agua sobre la harina removiendo
constantemente con la ayuda de una amasadora (Mezcladora-Batidora BEAR Varimixer Teddy).
Una vez humedecida, la harina se envasa herméticamente en porciones de 100 gramos en bolsas
de polipropileno y poliamida y se congela a -20°C hasta que se procede al tratamiento con

microondas.

Las harinas fueron sometidas a un tratamiento hidrotérmico en microondas (SHARP R-314 IN
(W)) al 900W de potencia maxima durante 24 minutos en ciclos de encendido/apagado de
20s/40s, sometiendo el recipiente a un giro continuo con un motor externo (worx D-LITE), en
recipientes cilindricos de polietileno cerrados por una pelicula de papel film apto para
microondas de cuatro capas agujereado para permitir la salida del vapor generado durante el
proceso. La temperatura mdxima que alcanza el tratamiento es de 150° C, aproximadamente.
Una vez terminado el tratamiento, las muestras se mantuvieron en el microondas en giro

continuo con la puerta abierta durante 15 minutos para su enfriamiento. Las muestras fueron
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pesadas, y molidas (molino Fidibus Médium) hasta alcanzar un tamafio homogéneo y
conservadas a temperatura ambiente hasta su analisis. En el caso de la quinua y el maiz, se
observd la formaciéon de aglomerados de harina durante la humidificacién, cuyo interior
mostraba un color mas oscuro tras el tratamiento microondas que el resto de la harina, por lo
que en un primer procedimiento se segregé el producto obtenido por tamizado (con un tamiz
CISA) separando los aglomerados cuyo interior era mas oscuro, y considerando como producto
Unicamente la harina de un tamafio <250 um (MW-1). Se realiz6 un segundo tratamiento
microondas cuyo producto fue triturado integramente, sin segregacién de aglomerados oscuros

(MW-2).

5.2.2 Tratamiento con ultrasonidos

La muestra al 10 % (p/v) (22,23 g de harina en 200 g de agua) fue tratada a 24 kHz (considerados
ultrasonidos de potencia) durante 60 minutos al 80% (es decir, de cada segundo 0,8s estd
encendido y 0,2s apagado), a una temperatura de 20+3°C, con una potencia maxima de 180 W
en un equipo Hielscher UP400St con sonda de titanio S24d22D. Una vez terminado el
tratamiento se liofilizd la harina, se hizo pasar a través de un tamiz (CISA) de 250 um para que

la harina recuperase su forma original, y se mantuvo en refrigeracién hasta su analisis.

5.3 FRACCIONAMIENTO PROTEICO DE OSBORNE
Este fraccionamiento, publicado por Osborne en 1924, es frecuentemente empleado en el

estudio de las proteinas vegetales, que se clasifican en 4 fracciones en funcién de su solubilidad:

a) Albuminas (Ab): solubles en agua

b) Globulinas (Gb): solubles en sal

c) Prolaminas (Pl): solubles en alcohol

d) Glutelinas (Gl): solubles en acidos o bases. Suele considerarse como la fraccion

proteica remanente de las anteriores extracciones.

En este trabajo se separaron las fracciones en funcién de su solubilidad de la harina nativa y
tratada de trigo sarraceno segun el método propuesto por Adebowale, Emmambux, Beukes y

Taylor, (2011), con posteriores modificaciones

A partir de 5 gramos de harina de harina sin desgrasar de trigo sarraceno nativa y tratada con

microondas se realizaron las siguientes extracciones:

1) Extraccién de albuminas: se disuelven 5 gramos de harina en 25 ml de agua destilada y

se agita en un agitador de vaivén durante 1 h a 4°C. Después se centrifuga a 10000 g, 20

min a 4°Cy se extrae el sobrenadante. Se repite este proceso 2 veces mas para dializar
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los 3 sobrenadante obtenidos contra 25 L de agua destilada a 4°C durante 72h con 2
cambios de agua, en unas tripas con un punto de corte de entre 12000 y 14000 kDa. El
extracto dializado se congela a -20°C para liofilizarlo. Esa fraccidon liofilizada son las
albdminas.

2) Extraccion de globulinas: al pellet del dltimo centrifugado de la extraccidon de las

albuminas se le afiaden 25 ml de NaCl 1,25 My se somete a agitacién continua en vaivén
a 4°C durante toda la noche. Transcurrido este tiempo centrifugamos a 12000g durante
35 min a 4°C, obteniendo el sobrenadante. Se repite una vez el proceso anterior y luego
se realiza una agitacién de 1 h a 4°C para centrifugarlo otra vez a 12000g durante 35 min
a 4°C para obtener el tercer sobrenadante. Después se dializan los tres sobrenadantes
contra 25 L de agua destilada a 4°C durante 48h con 3 cambios de agua. Al ser insolubles
en agua destilada, durante la didlisis las globulinas precipitan, por lo que es necesario
lavar bien la tripa antes de congelar su contenido para finalmente vy liofilizarlo.
Después de esta extraccidon, lavamos el pellet con 25 ml de agua destilada sometiéndole
a una agitacion en vaivén de 1h y se centrifuga 20 minutos, desechando el sobrenadante
obtenido.

3) Extraccidn de prolaminas: se realiza con un alcohol en este caso tercbutanol al 60 %

(v/v). Al pellet resultante del dltimo lavado del paso 2) se le afiaden 25 ml de este
disolvente sometiéndole a agitacion durante 1 horay a centrifugacién a 12000 g, 35 min
4°C, obteniendo asi el primer sobrenadante. Se repite una agitacién con posterior
centrifugacidn en las mismas condiciones y se agita una tercera vez toda la noche, con
posterior centrifugacion a 12000 g, 35 min 4°C. Los tres sobrenadantes obtenidos son
dializados contra 25 L de agua destilada durante 48 h con 2 cambios de agua.

4) Extraccidn de glutelinas: el pellet resultante de la Gltima extraccidn, se resuspendié en

100 ml de agua destilada con 20 pL de amilasa (Termamyl 2X) y fue incubado toda la
noche a 35°C. Después de este periodo, la prueba del Lugol fue realizada para
comprobar la ausencia de almiddn y cuando esta ausencia fue confirmada, se centrifugd
a 10000g durante 20 min, desechando el sobrenadante obtenido. Se realizan tres
lavados, necesarios para eliminar la enzima. Tras estos lavados se obtuvo un pellet que
contenia las glutelinas. En el caso del trigo sarraceno tratado con microondas, esa
cantidad de amilasa y ese tiempo no fueron suficientes eliminar el almidén y por tanto

se dej6 en incubacion una mafiana mas con 1000 uL de amilasa.

Una vez liofilizadas, todas las fracciones obtenidas son conservadas a temperatura ambiente

hasta su posterior analisis
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Con respecto al procedimiento original, en las extracciones 2 y 3, se aumento la velocidad y el
tiempo de centrifugacion de las 10000g y 20 min originales debido a la observacién en el

sobrenadante de particulas en suspension.

En el Anexo | se adjunta un diagrama de flujo del procedimiento del fraccionamiento proteico

de Osborne para facilitar el seguimiento del proceso.

5.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO SODICO
(SDS-PAGE).
La electroforesis vertical en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia del detergente anidnico

dodecilsulfafto sddico (SDS) se empled para separar las proteinas de las harinas nativas, tratadas
con microondas o ultrasonidos y de las fracciones proteicas del TS en funcidon de su peso
molecular bajo la accidén de un campo eléctrico en condiciones desnaturalizantes, segun el
método Laemmli (1970) utilizando un equipo Electrophoresis power supply EPS301 y vertical
electrophoresis sistem Hoefer miniVE. El tampén empleado en la dilucién de las muestras de
proteinas en el gel para su posterior analisis fue en ocasiones PLBx5, cuya composicion se indica
en la Tabla 2, o PLBx1 (dilucion 5 veces del x5). Las electroforesis fueron realizadas en
condiciones reductoras, para lo cual el tampdn de carga contenia 2-ME y en condiciones no
reductoras, en las que el tampdn de carga no tenia este compuesto. Todas las electroforesis de
este trabajo se realizaron a una intensidad de 300V y 25mA por gel durante 1h y 15 min,
aproximadamente, con un gel de apilamiento o stacking del 4% y un gel de desarrollo o resolving

del 12,5%. La composicidon de estos geles se indica en el anexo VI.

Tabla 2: Composicion PLBx5

Cantidad usada PLBX5 Concentracién Final PLBX5
Tris 1M pH 6.5 1,56 mL 312,5 mM
SDS (dodecil sulfato sédico) 05¢g 10%
Glicerol 2,5mL 50%
2-ME(*) 1,25 mL 25%
Azul de bromofenol 2% 16 L 0,00625 %
Agua ultrapura MQ (**) 1,25 mL 25%

* Aporta al gel las condiciones reductoras.

Después, la tincion del gel se realizd con Comassie Brillant Blue durante 20 minutos y su
destenido fue realizado con agua destilada para poder fotografiar las bandas proteicas. Las fotos
de dichas tinciones fueron realizadas con el equipo El logic 100 imaging system (Kodak) con
trans-iluminacion y se compararon los pesos moleculares de las bandas obtenidas con un patrén

estandar de pesos moleculares (Thermo Scientific protein biology): B-galactosidasa (116 kDa),
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albumina de suero bovino (66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), lactato deshidrogenada (35 kDa),

REase Bsp98l (25 kDa), B-lactoglobulina (18,4 kDa) y lisozima (14,4 kDa).

5.5 TRATAMIENTO CON UREA.
Este tratamiento fue realizado con objeto de mejorar la extraccidn de las proteinas en las harinas

tratadas con microondas para descartar una ausencia de las bandas proteicas por una extraccion
no suficientemente potente, ya que la urea es un agente desnaturalizante muy potente. Para
ello, se preparan una disolucidon de urea 8M en la que luego se diluyen las muestras de las

harinas a analizar; para cada diluciéon se emplearon 120 mg de harina tratada y 4 ml de urea 8M

Como esta concentracién de urea es demasiado elevada para poder realizar una electroforesis,
se dializan las disoluciones de urea en medio litro de agua destilada con las muestras hasta
conseguir una concentracion final dptima cercana a 0,5M. El producto obtenido de la dialisis es
agitado con un agitador de vaivén a 49C durante una noche y centrifugado posteriormente

durante 50 minutos.

Después, lo mezclamos con PLBx5 en una proporcion 4:1, respectivamente. Se somete a
extraccién durante 24h y después se realiza la electroforesis descrita en el apartado 5.4. En cada
pocillo se pinchan 20 pl, por lo que, a partir de los datos de la Tabla 1 se calcula que en cada
pocillo hay una cantidad de proteina de 60 g de trigo sarraceno, 67 ug de quinua y 37 ug de

maiz.

5.6 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC).
Esta técnica termoanalitica se emplea en las harinas nativas y tratadas con microondas. En la

calorimetria de barrido diferencial se someten una referencia y una determinada muestra a un
incremento constante de temperatura y se determina la diferencia de flujo calorifico entre
ambas, que se expresa en una curva. Los picos observados en esta curva corresponden a
liberacion de energia o absorcidn de energia por la muestra, dependiendo de si el proceso es
exotérmico o endotérmico. Asi, pueden estudiarse los cambios de fase o la estabilidad de ciertos
compuestos, ya que ademas de indicarnos la temperatura a la que suceden dichos procesos

podemos calcular la entalpia de estos integrando el area bajo la curva correspondiente.

Los analisis fueron realizados en las harinas nativas y tratadas con microondas en un equipo DSC
3 STAR* System (Mettler Toledo). Se pesaron 10-15 mg de cada harina en cépsulas de aluminio
de 40 pL de volumen en ausencia de agua (cada una con su humedad de equilibrio), para evitar
la gelatinizacion del almiddn. Las muestras fueron calentadas de 0 a 200°C a una velocidad

constante de 52C/min bajo un flujo de N, de 50 mL/min
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5.7 COLORIMETRIA
Se realizd el estudio del color de las harinas de trigo sarraceno, quinua y maiz nativas y tratadas

con microondas y, ademas, las muestras de quinua y trigo sarraceno tratadas con ultrasonidos.
Para este procedimiento empleamos un colorimetro PCE-CSM5 (Tobarra, Albacete). Los
resultados, promedio de 5 mediciones, se obtuvieron usando un observador patrén 102 y un
iluminante patrén D65 y se expresaron en coordenadas del espacio CIE L*a*b. Los valores L*,
a* y b* fueron obtenidos directamente mediante el colorimetro. Los valores de h y C* se
calcularonn a partir de las anteriores empleando las siguientes ecuaciones (1) y (2),
respectivamente. La ecuacidon 3 corresponde a la diferencia de color entre dos muestras,

empleada para valorar los cambios de color en conjunto.
b2
Q) h= arctan(ﬁ)

(2) C*= /(a)? + (b)?
(3) AE: [(AL*) + (Aa*) + (Ab*)]¥/2

L* es la luminosidad del color (acromatica); valores cercanos a 100 indicarian luz blanca y valores
cercanos a 0 rendimientos negros. C* es la saturacién o croma y nos da idea de la viveza del
color. h es el tono del color. Valores de h=0 indica tono rojo; h=90 tono amarillo; h=180 tono

verde y h=270, tono azul.

5.8 ESPECTROSCOPIA DE TRANSMISION DE INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR).
Las harinas nativas y tratadas con microondas de quinua, trigo sarraceno y maiz, las tratadas con

ultrasonidos de quinua y trigo sarraceno y las fracciones proteicas de este ultimo fueron
analizadas por el sistema de espectofotometria Tensor 27 FTIR (Bruker), con un accesorio de
reflectancia total atenuada (ATR), que mide los cambios que se producen en un haz de
infrarrojos reflejado internamente cuando el haz entra en contacto con una muestra. Los
espectros resultantes fueron observados con el software OPUS (versidon 6.5). La FTIR fue
realizada con un total de 64 scans con un rango de barrido de entre 600-4000 cm™, con una

resolucién de 4 cm™ en el modo absorbancia.

5.9 ANALISIS ESTADISTICO
Se realizé un analisis de varianza simple (ANOVA) de todos los datos obtenidos en la colorimetria

con el programa estadistico Statgrahics Centurion XVII (Statpoint Technologies Inc). Los datos se
compararon mediante la prueba LSD de Fisher (p< 0,05) para comprobar la existencia de

diferencias significativas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se detallan, analizan y discuten los resultados obtenidos de los métodos empleados para
obtener una valoracion del impacto producido en las proteinas, asi como una valoraciéon de las
propias técnicas de analisis. Los resultados son comparados con otros autores para relacionarlos
con las investigaciones realizadas hasta el momento, a fin de obtener una visién mdas completa

de los resultados.

6.1 CAMBIOS EN LA HUMEDAD CON LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS.

Los tratamientos microondas y ultrasonidos, asi como otros procedimientos necesarios para
estos tratamientos, modificaron el contenido en humedad de las muestras (Tablas 3 y 4). El
tratamiento con ultrasonidos y la liofilizacién posterior hacen que la humedad de la harina tras
el tratamiento sea inferior a la del tratamiento microondas, incluso en aquel que si contiene las
partes quemadas. Este ultimo tiene una humedad inferior a la del primer tratamiento, por lo
gue los agregados formados, al ser incluidos, disminuyen la humedad media de las harinas MW-

2.

Tabla 3: humedad de las harinas nativas y tratadas con MW

Muestra Humedad Humedad previa al Humedad postratamiento
nativa (%) tratamiento microondas (%) microondas (%)

Quinua (MW 10,37 29,79 9,02
-1)

Quinua (MW- 10,37 29,79 8,11
2)

Trigo 12,86 30,04 9,07

Sarraceno
Maiz MW-1 11,14 30,16 7,92
Maiz MW-2 11,14 20,16 5,58

*donde MW-1 se corresponde con el primer tratamiento de la harina y MW-2 se corresponde con el segundo
tratamiento de la harina, que contiene también las partes quemadas.

Tabla 4: humedad de las harinas nativas y tratadas con US

Muestra Humedad nativa (%) Humedad tras tratamiento US

y liofilizacion (%)

Quinua 10,37 7,40

Trigo Sarraceno 12,86 6,69
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6.2 IMPACTO DE LOS TRATAMIENTOS EN EL PERFIL PROTEICO.

6.2.1 Optimizacion de las condiciones de andlisis.

2 ME+

Para que las condiciones de estudio

permitieran realizar unas correctas

116kDa —
66,2kDa — observaciones, se realizd un analisis
previo de las condiciones de
concentracion de la muestra y del
25 kDa
' tiempo de extraccién con el PLB para
18,4 kDa — i
_Q la electroforesis SDS-PAGE.
14,4 kDa =
o 3% 1% 2% 3% 1% 2% 3% L,
—_—= = = — = — = En cuanto a la concentracion de las
Quinoa Trigo Maiz
Wk Sarraceno .
— muestras (Figura 2), a pesar de que

Figura 1: Andlisis de las concentraciones de estudio en condiciones
reductoras de las harinas de quinua, trigo sarraceno y maiz. De izquierda
a derecha, marker, quinua (1, 2'y 3%) , trigo sarraceno ( 1,2,3%) y maiz  concentracion de proteina, los
(1,2,3 %)

cada tipo de harina tiene distinta

ME mejores resultados de entre las tres
N

concentraciones comparadas se
obtenian con un 3% de

concentracién de las muestras; por

66,2 kDa
45 kDa
35kDa

lo que en todas las electroforesis se

emplearon 3 mg de la harina
25kDa
estudiada y 100 pul de PLB; en cada
18,4 kDa

14.4KkDa pocillo se pipetearon 15 pl de la

48h  72h 24h 48h 72h . L, .
Trigo Maiz disolucién de la harina con el buffer,
Sarraceno

por lo que, a partir de los datos de la
Figura 2: Andlisis en condiciones reductoras de las harinas de quinua, ; i
trigo sarraceno y maiz con diferentes tiempos de extraccion. De Tabla 1, se calcul6 que la cantidad de
izquierda a derecha; marker, quinua (24,48,72 h), trigo sarraceno

(24,48,72 h) y maiz (24, 48 y 72h) proteina final en cada pocillo fue de

63 ug para la quinua, 56 ug para el

trigo sarraceno, y 34 ug para el maiz.

El andlisis de los diferentes tiempos de extraccion (Figura 2) mostré que no se apreciaban
diferencias en cuanto a la obtencién de resultados segln el tiempo de extraccién, por lo que el
resto de las electroforesis se realizaron con un periodo de extraccion de 24 h y PLBx1. También
el tiempo de ebullicién fue determinado en 5 minutos y la centrifugacion de las muestras de

electroforesis se realizé siempre a 20000g durante 5 minutos.
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6.2.2 Andlisis de la composicion proteica de los extractos crudos de las harinas de
quinua, trigos sarraceno y maiz. Efecto del tratamiento con microondas.

2 ME+ 2 ME+ 2 ME-

116 kDa— S

116kDa_

66,2 kDa — s 66,2 kDa— s
45kDa & 45 kDa — L
35 kDa — == 95 kDg — ee—

25kDa - 25 KDa—=

18.4kDa

18,4 KDa —— M
144 kDa— '
- 14,4 KDa—— M-
MW - + - + - +
. Trigo . Trigo

Figura 4: Electroforesis en condiciones no reductoras
de las harinas nativas y tratadas con microondas de
quinua, trigo sarraceno y maiz. De izquierda a
derecha, harina de quinua MW-2(nativa y tratada,
trigo sarraceno (nativa y tratada) y maiz MW-2
(nativa y tratada)

Figura 3: Electroforesis en condiciones reductoras de las
harinas nativas y tratadas con microondas de quinua, trigo
sarraceno y maiz. De izquierda a derecha, harina de quinua
MW-2 (nativa y tratada, trigo sarraceno (nativa y tratada) y
maiz MW-2 (nativa y tratada)

La caracterizacion de las proteinas de las muestras se realizd en condiciones reductoras y no
reductoras, para estudiar los cambios observados en la extraccidon debidos a un agente capaz de
romper los puentes disulfuro. Una vez caracterizada las proteinas, se destacan los cambios
visibles en las harinas de quinua, trigo sarraceno y maiz, tras la aplicacién del tratamiento
microondas. Estos cambios no afectan por igual a todas las muestras y, para mejor comprension

de los resultados, se detallan los cambios una a una.

6.2.2.1 Quinua

La quinua, en una primera electroforesis, parecia ser la mas afectada por el tratamiento
microondas. Sin embargo, se hipotetizé que estas pérdidas podian deberse a la eliminacién por
tamizacidn de una serie de granos, ya mencionados, formados durante la humidificacién de la
harina y quemados con el tratamiento microondas. Para descartar este efecto, se realizé una
electroforesis en las mismas condiciones de ambas partes (los aglomerados y la harina de
tamafio menor de 250um), como se muestra en la Figura 5, y se repitio el tratamiento, pero
moliendo la integridad de la harina resultante (Figuras 3 y 4). Tras esto, se concluyé que no
habia diferencias entre el perfil proteico de los aglomerados oscuros y el resto de la harina.
Tampoco se observaron diferencias entre el perfil electroforético obtenido entre el producto

segregado o el producto integro.
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A partir de estos resultados, el resto de la

electroforesis y pruebas se realizé con la harina

Mk =

procedente del segundo tratamiento (MW-2),
116 kDa——

considerado mas representativo por los
66, 2kDa—— =
investigadores. En el perfil proteico en condiciones
reductoras de la quinua (Figura 6) se observan 45 kDa —= &
bandas de desde los 116 kDa hasta por debajo de 35 KDa—= g
14,4 kDa. La mayor intensidad de estas bandas se
25 kDa— |
aprecia en 3 zonas claramente diferenciadas: por
debajo de 14,4 kDa, entre 20y 25 kDa y entre 30 a 18,4 kDa—F

39 kDa. A su vez, en condiciones no reductoras 14,4 kDa—F7

- + o+
(Figura 7) la banda con mayor intensidad y grosor <280 >2500m

se corresponde con un peso molecular que seria ) .
Figura 5: Electroforesis en condiciones

cercano a 50 kDa. Estos pesos moleculares reductoras de la harina de quinua tratada con
microondas y segregada (MW-1). De izquierda a

corresponderian a la Chenopodina, la principal derecha harina nativa de quinua, harina no
quemada de quinua y de tamafio <250um, y
proteina de la quinua. Esta proteina se caracteriza aglomerados formados durante el proceso de

por tener un peso molecular de 320 kDa que >250um

consiste en 6 subunidades cuyo peso esta entre los 52 y 59 kDa (correspondiente a la intensidad
de la banda principal del gel no reductor). A su vez, cada una de estas 6 subunidades esta
compuesta por dos polipéptidos, uno llamada a (de entre 30-40 kDa y predominancia de
aminoacidos acidicos) y uno llamada B (de entre 20-25 kDa y predominancia de aminoacidos
basicos). Ambos polipéptidos estan unidos por enlaces disulfuro, de ahi que se corresponda por
las dos bandas observadas con mayor intensidad en condiciones reductoras. Las otras bandas

con intensidad, por debajo de los 14,4 kDa, tanto en condiciones reductoras como no

reductoras, corresponden a la albumina 2S (Janssen et al., 2017).

Con el tratamiento microondas, observamos una ausencia de bandas en el perfil proteico con
respecto a la nativa; a excepcion de la Chenopodina (Figuras 6 y 7), una globulina que parece
ser la principal proteina de reserva de este pseudocereal. Una pequefia banda que parece
conservarse entre los 45 y 66 kDa (cerca de los 50 kDa) podria ser una Chenopodina que no fue

procesada postsintéticamente (Brinegar & Goundan, 1993).
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116 kDa— s

66,2 kDa — s

45kDa — S

35kDa — -

Chenopodina
25kDa —_ -

184 kDa __ wuu
14,4 kDa — S
Mk Quinoa

Figura 6:( ampliacion figura 4) Perfil proteico
de la harina de quinua nativa y tratada con
microondas (MW-2) en condiciones
reductoras.

Figura

6.2.2.2 Maiz

116 kDa— &

66,2 kDa—
45 kDa — S
35KDa — -

25 kDa — e

18.4kDa —— S
14,4 kDa—— M-
Mk Quinoa

7: (ampliacion figura 5) Perfil proteico de la

harina de quinua nativa y tratada con microondas
(MW-2) en condiciones no reductoras.

Al observarse una disminucion del nimero e intensidad de bandas en el maiz tratado al

microondas, se repitio el procedimiento de analisis como en la quinua; es decir, se analizaron

por separado los agregados cuyo tamafio era mayor de >250 um y el resto de la harina (MW-

1) resultante del tratamiento. También se repitio el
tratamiento microondas y se molid el producto integro (MW-
2), que fue el utilizado en el resto de las pruebas como
representativo al observar igual que en el caso anterior, que

no habia diferencias entre estas partes (Figura 8)

En el maiz en condiciones reductoras se observa una mayor
concentracion de bandas desde los 66,2 kDa hasta los 14,4
kDa. En estas mismas condiciones con el tratamiento, se
observa una pérdida o disminucién de la intensidad de las
bandas desde 45 kDa hasta cerca de los 66 kDa. Se
mantienen las bandas de mayor intensidad con un peso
molecular menor de 25 kDa y entre que podrian
corresponderse con las zeinas (de 22 kDa, 19 kDa, 17 kDa y

15 kDa), las principales prolaminas y proteinas de reserva

25 kDa— 7

18.4kDa7
14,4 kDa_’_

- + + MW
<250um >250um

Figura 8: Andlisis del maiz en condiciones
reductoras tratado con microondas y
segregada (MW-1). De izquierda a derecha
harina nativa de maiz, harina no quemada
de maiz y de tamafio <250um, y
aglomerados formados durante el proceso
de >250um

del maiz (Erny, Marina, & Cifuentes, 2007). No obstante, estas pérdidas en el perfil proteico
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son menores que en la quinua, puesto que se observan mayores diferencias entre la tratada y la

harina nativa que en esta que para el maiz.

6.2.2.3 Trigo sarraceno

Las proteinas nativas del trigo sarraceno tienen pesos moleculares desde 116 kDa hasta
aproximadamente los 14,4 kDa en condiciones reductoras. Hay un gran nimero de bandas
desde 66,2 kDa hasta pesos moleculares inferiores a 25 kDa. Los principales cambios observados
en condiciones reductoras (Figura 3) tras el tratamiento microondas estan en dos bandas, la de
116 kDa y en otra por encima de 66,2 kDa, que estdn ausentes en la harina tratada. También
pierde en intensidad en algunas bandas en torno a 14,4 kDa. La caracterizacién de las proteinas

se pormenoriza a continuacion, con el estudio de las fracciones proteicas.

6.2.2.4 Fracciones proteicas del trigo sarraceno

El proceso de preparacion estas muestras fue algo distinto de las anteriores. Se disolvieron 4 mg
de cada liofilizado en 200 pL de PLBx1 sin 2-ME para obtener una solucion de 20 pg/ pL. De esta
dilucion se cogen 40 plL y se diluyen en 120 uL de PLB con o sin 2-ME en funcién de las
condiciones del gel (reductor o no reductor). Con esta dilucién 5 pg/ ulL se cargd en cada pocillo
2 ME+ 75 ug. lgualmente, las muestras

fueron sometidas a una

116 kDa ebullicion posterior de 5 min y
66,2kDa una centrifugaciéon de 5 min a

2000 g.
45 kDa

Albuminas: Las bandas

35kDa
observadas por debajo de 14,4

25kDa  kDa en el gel en condiciones

reductoras y de 16 kDa en

18,4 kDa L
condiciones no reductoras

14,4 kDa ,
podrian corresponder con las

albuminas 2S (Radovic,
Ab Gb Pl Gt Mk

Maksimovic, Brkljacic, Varkoniji

Figura 9: Andlisis de las fracciones proteicas del trigo sarraceno en
condiciones reductoras. De izquierda a derecha albiminas (nativas y @Gasic, &  Savic, 1999), Las
tratadas), globulinas (nativas y tratadas), prolaminas (nativas y tratadas) y
glutelinas nativas y tratadas), marker diferencias en el perfil proteico de

esta fraccién en la literatura son
consistentes. Javornik, 2014, encontré 8 bandas de peso molecular entre 17 y 67 kDa, pero Tang

& Wang solo encontraron las bandas correspondientes a las albuminas 2S. Por tanto, podria

Pagina 27 de 53




2 ME- pensarse que el resto de las

bandas observadas, al coincidir

116 kDa .,
con las también observadas en

66,2 kDa .
: las globulinas, pueda deberse a

45kDa que los limites para |la

PR extraccion de las fracciones no

estén bien diferenciados. Cada

25kDa o
autor realizé de forma

diferente la obtencion de las

18,4 kDa
14.4kDa albuminas; tanto Radovic,
o, T ww Maksimovic, Brkljacic,

Mk Ab Gb P Gt Varkoniji, Gasic y Savic, (1999)

Figura 10: Andlisis de las fracciones proteicas del trigo sarraceno en COMO Javornick y Kreft, (1984)
condiciones no reductoras. De izquierda a derecha, marker, albuminas
(nativas y tratadas), globulinas (nativas y tratadas), prolaminas (nativas y
tratadas) y glutelinas (nativas y tratadas)

extrajeron alavez las globulinas
y las albdiminas y luego las
separaron. No obstante, al extraer primero las albuminas con agua destilada y luego las
globulinas con NaCl 0,5M también parece obtenerse una Unica albimina (Tang & Wang, 2010).
Estos ultimos, centrifugaron a menor velocidad, agitaron solo durante 1h, pero con una
proporcidén muestra disolvente 1:5 p/v, mientras que en el procedimiento seguido en el

apartado 5.3 la proporcién es 1:4 p/v.

Globulinas: distinguimos 3 tipos de globulinas (Janssen et al., 2017). Globulinas 13S, parecidas
a las del mismo tipo de las leguminosas. Cada una consta de dos polipéptidos una acida de entre
30-38 kDa y una basica de entre 23 y 25 kDa unidas por puentes de disulfuro (Figuras 9 y 10
indicadas como 1). La bibliografia también describe unas globulinas 8S, similares a la vicilina,
constituidas por subunidades de alto (57- 58 kDa) y bajo (26-36 kDa) peso molecular. Un tercer
y ultimo tipo son las globulinas 2S: proteinas solubles en sal similares a las albiminas 2S (Figuras

9y 10 indicadas como 2).

Prolaminas: se observan bandas de entre 14 y 18 kDa y una banda en torno a 25 kDa en
condiciones reductoras y en condiciones no reductoras una Unica banda entre 18,4 y 14,4 kDa.
Otros autores (Natecz, Dziuba, Minkiewicz, Dziuba, & Szerszunowicz, 2009) encontraron
proteinas con un peso molecular de entre 22, 32, 39, 50, 59 kDa mientras que Javornick & Kreft

(1984), encontraron una Unica banda en torno a los 17 kDa.
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Glutelinas: en condiciones reductoras se observan bandas de por encima de los 14,4 kDa hasta
los 66,2 kDa, mientras que en condiciones no reductoras solo se observan dos bandas una
cercana a los 55 kDa y otra por debajo de los 25 kDa. La diferencia en la intensidad de las bandas
entre nativa y tratada puede deberse a la diferencia en el tiempo y cantidad de amilasa
empleada en su extraccién, mayor en el caso de la fraccién de la harina tratada con microondas
y detallada en el apartado 5.3, extraccidon 4. Esta diferencia podria ocasionar una mayor
proporcién de otros hidratos de carbono distintos al almidén para la fraccién de las glutelinas

de la harina nativa con respecto a aquella denominada tratada.

Las fracciones proteicas parecen no estar bien diferenciadas segun el esquema de Osborne, ni
en literatura ni en este estudio. Pese a las diferencias en bibliografia, se observa mayor cantidad
de bandas en las fracciones de las albuminas y globulinas, por lo que se confirma que son sus
proteinas mayoritarias. En cuanto a los cambios observados tras el tratamiento microondas,
gue se aprecia una ausencia de bandas con un peso molecular superior a 66,2 kDa en
condiciones reductoras tanto en la fraccidon de albiminas como de globulinas. A pesar de estas

pérdidas, parece ser la harina menos afectada en cuanto a perfil proteico.

6.2.2.4 Tratamiento con urea y resumen del impacto observado

Los cambios observados tras el tratamiento microondas en las harinas de trigo sarraceno y
quinua, coinciden con las observaciones de otros investigadores bajo las mismas condiciones de
tratamiento microondas (Manso, 2018). Al tratar semillas de soja con microondas, pero a baja

humedad, también se observd una disminucion del ~ .

nimero e intensidad de bandas en condiciones 1{i6kDa — ==
reductoras y no reductoras (Mizutani etal., 2019). Sin 455 4pa 3

embargo, la falta de humidificacion previa al
. . . 45kDa ——
tratamiento, la menor potencia del tratamiento, el

reducido tiempo de este (40s) y la diferencia del tipo de 3BkDa —

materia prima, dificultan extraer cualquier relacién o 25 kDa
comparaciéon del efecto del tratamiento sobre las

proteinas con los resultados expuestos en este trabajo. 18.4 kDa —=..

14 4kDa — .

Tras observar que el tratamiento microondas afectaba el — .
Quinoa TS Maiz

. . . . MW MW MW
perfil proteico de las harinas, sobre todo de quinua y i S SO 2]

maiz, se realizd un tratamiento con urea descrito en el Figura 11: Electroforesis del tratamiento de

urea de las harinas tratadas con
microondas de quinua, trigo sarraceno y

proteinas y descartar su ausencia de la electroforesis por Maiz en condiciones reductoras

apartado 5.5 para intentar mejorar la extraccién de las

problemas en la extraccidn, ya que se observan unos acimulos en la parte superior de los geles
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(Figuras 3 y 4) que pueden ser agregados de proteina que el PLBx1 no es capaz de extraer. No
obstante, el resultado fue una menor extraccidn de las proteinas de las harinas tratadas (Figura
11), que no permite mejorar el resultado de la solubilizacién de las proteinas en el PLBx1, y
permanece la duda acerca de qué ha pasado con dichas proteinas. Este efecto es distinto para
cada pseudocereal, pero el maiz y la quinua comparten un mayor impacto, como ya se ha

explicado anteriormente.

6.2.3 Efecto del tratamiento con ultrasonidos
Las muestras nativas y tratadas con ultrasonidos de quinua y trigo sarraceno fueron ajustadas

en peso por humedad, ya que de lo contrario el perfil proteico de las tratadas aparecia con
mayor intensidad. Después de este ajuste, no se observan apenas cambios en el perfil proteico
de las harinas tras el tratamiento con ultrasonidos. Excepto en la banda de proteinas mas
cercana a 116 kDa, tanto bajo condiciones reductoras como no reductoras (Figuras 12 y 13). En
relacidn con estos resultados, tras tratar aislados de proteina de quinua con ultrasonidos con
diferentes tiempos, no se observaron pérdidas de perfil proteico, aunque con menor tiempo, y
mayor potencia y con varios tiempos. Mds concretamente 700W, 20kHz y un maximo de 30 min
(Vera et al., 2019). A su vez, la afectacién del perfil de la quinua tratada con ultrasonidos es muy
inferior a la tratada con microondas, mientras que este impacto es igual para ambos

tratamientos en el caso del trigo sarraceno.

2 ME+ 2 ME+ 2 ME-
116 kDa - 116 kDa -
66,2 kDa R 66,2 kDa 1
45 kDa e 45 kDa S

35 kDa——— -

35 kDa T

25kDa 25 kDa———as

18,4 kDa

184kDa———

14 4 kDa ———ue

14.4kDa ——4

Nativa US Nativa US Nativa _US _ Nativa _US
= —Trigo- Mk Qui PO
Mk Quinoa N 403 samaceno.

Sarraceno

Figura 12: Efecto del tratamiento ultrasonidos en Figura 13: Efecto del tratamiento ultrasonidos en harinas
harinas de quinua y trigo sarraceno en condiciones de quinua y trigo sarraceno en condiciones no reductoras.
reductoras. De izquierda a derecha marker, harina de De izquierda a derecha, marker, harina de quinua (nativa y
quinua (nativa y tratada con ultrasonidos), harina de trigo tratada con ultrasonidos), harina de trigo sarraceno (nativa
sarraceno (nativa y tratada con ultrasonidos). y tratada con ultrasonidos).
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6.3 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS FiSICOS SOBRE EL COLOR DE LAS HARINAS

En la Tabla 5 se exponen los datos medios obtenidos en la colorimetria de las todas harinas
nativas y tratadas con microondas realizada segun el punto 5.7. Las letras que acompanan a
estos valores son los grupos homogéneos obtenidos tras el ANOVA e indican si estas medidas
son significativamente diferentes entre si con una probabilidad del 95%; los valores con una letra

en comun en la misma columna no muestran diferencias significativas entre si (p< 0,05).

En vista de estos resultados, podemos decir que no hay diferencias significativas en cuanto a
luminosidad (L*) entre el maiz y el maiz MW-1. Sin embargo, el resto de las muestras tratadas si
tuvo diferencias significativas en comparacion con sus nativas; y todas se oscurecian (su L* era
inferior). Los tratamientos ultrasonidos producen un cambio en la luminosidad menor que el
tratamiento microondas (su incremento es de entre 12 y 17 para microondas frente a un 2,3 en
ultrasonidos en quinua y 11,4 para microondas y 2,4 en ultrasonidos para TS). Estudios previos
de tratamiento hidrotérmico (HMT) de almiddn de TS sometido a tratamiento hidrotérmico
encontraron un oscurecimiento de la harina, mas marcado cuanto mayor era la temperatura del
tratamiento (Sindhu, Devi, & Khatkar, 2019). Sin embargo, el cambio de L* fue inferior al
obtenido en nuestras muestras, lo que teniendo en cuenta que el tiempo de tratamiento fue
muy inferior en nuestro caso con respecto a las 6h descritas por Sindhu et al (2019); el mayor
oscurecimiento de nuestras harinas podria explicarse por la presencia de otros componentes,
como las proteinas. En el caso de la harina (completa) de quinua tratada con ultrasonidos otros
autores encontraron oscurecimientos poco marcados, mayores cuanto mayor era el tiempo del

tratamiento (Zhu & Li, 2019).

Todas las muestras presentaron tonos (h) comprendidos entre 0y 90 grados, lo que significa que
tuvieron tonalidades entre el rojo y el amarillo. En general el tono (h) de las harinas disminuye
su valor con el tratamiento hidrotérmico (HMT); y mas, en el caso de las harinas molidas
integramente sin seleccion alguna de particulas. Nos encontramos, otra vez, con que este
cambio es mayor en el tratamiento microondas que en el ultrasonido, en el que los cambios son

muy ligeros.

En el caso de la saturacion (C*), también podemos decir que aumenta en el caso de las harinas
tratadas con microondas; salvo en el maiz. La saturacion con respecto a la nativa de la harina de
este cereal que ha sufrido el tratamiento MW-1 disminuye ligeramente y para el tratamiento
MW-2 el incremento obtenido no es significativo. Por el contrario, la C* de las harinas tratadas

con ultrasonidos disminuye con respecto a sus nativas, de forma ligera pero significativa.
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Tabla 5: Cambios en el color de las distintas harinas observados en el tratamiento.

Muestra Tratamiento L* AL*  a* b* c* h AE
nativas

Maiz nativa 77,67 fg - 4,83 e 27,98 27,90g 80,07i ---
Maiz MW-1 76,54 ef 1,1 5,56 f 26,28 gh 26,87 f 78,05 h 2,17
Maiz MW-2 73,73 d 3,9 8,56 h 26,81 h 28,14g 72,29d 5,55
Quinua nativo 75,95 e - 3,34d 13,13d 13,55d 75,72 f ---
Quinua MW-1 63,76 b 12,2 11,77 25,66 f 28,23g 65,36b 19,4
Quinua MW-2 58,9a 17,1 13,85] 26,26 g 29,68 h  62,20a 23,94
Quinua us 73,65d 2,3 2,82 ¢ 11,23 ¢ 11,58c 75,89 f 3,02
TS nativo 80,91 h - 2,01a 8,34 b 8,58 b 76,46 g -
TS MW 69,56 ¢ 11,4 6,20 g 14,16 e 15,46 e 66,35c 13,42
TS us 78,54 g 2,4 2,35b 7,72 a 8,07 a 73,06 e 2,47
SE 0,52 0,07 0,20 0,15 0,15

L* es luminosidad (coordenada acromdtica); a* y b* coordenadas cromdticas; C* es la saturacion o croma y h es el
tono; A E: diferencia entre la muestra nativa y el correspondiente tratamiento. MW-1 tratamiento microondas con
segregacion de fraccién gruesa. MW-2 tratamiento microondas con producto integro (ver seccion de materiales y
métodos); TS: trigo sarraceno. AL*: Diferencia entre la luminosidad de la muestra tratada y la correspondiente nativa;
SE: Error estdandar agrupado obtenido del andlisis ANOVA. Valores en columna sin ninguna letra en comun son
significativamente diferentes (p<0.05).

Para entender mejor estos cambios y diferencias entre tratamientos de forma global, debemos
fijarnos en la diferencia de color entre dos muestras (AE), puesto que en caso de que sea inferior
a 3 se considera una diferencia apenas perceptible. Ambos tratamientos con ultrasonidos tienen
una diferencia casi inapreciable, pero los tratamientos microondas si provocaron cambios
perceptibles en el color de la harina, siendo el cambio menos intenso en el maiz intermedio en
el trigo sarraceno y muy marcado en la quinua. Ademas, los tratamientos que contienen la
harina integra tratada, sin segregar las partes mas oscuras, tienen mas diferencia de color con
respecto a la nativa que el primer tratamiento, y una diferencia de entre 4,14 para el maizy 5,32
en el caso de la quinua (datos no mostrados en la tabla) con respecto al tratamiento que no
contiene los aglomerados oscuros. Por tanto, la molienda del producto integro provoca un
cambio en la diferencia de color similar en ambas harinas. Se obtiene como conclusion que la
harina que en conjunto es mas diferente en color y tiene cambios mas marcados para los valores

L*, a* y b* es la quinua homogeneizada con los aglomerados mds oscuros.

El oscurecimiento y formacion de compuestos de color pardo pueden estar atribuidos al
pardeamiento no enzimatico o Reaccién de Maillard. Este conjunto de reacciones se produce
entre una amina principalmente primaria y azucares, dando como resultado la formacién de

melanoidinas. La cantidad de melanoidinas formadas depende del tipo de hidratos de carbono,
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tipo de aminodcidos, tiempo y temperatura de coccién y actividad de agua, entre otros (Chen
et al., 2019) . Estos cambios de color son mas marcados en las harinas de pseudocereales que
en el maiz, probablemente, por su mayor contenido proteico (Tabla 1). No es posible
establecer, no obstante, una relacion directa entre el efecto en el perfil proteico de cada
muestra tratada con microondas puesto que tanto los tratamientos MW-1 como MW-2
obtuvieron un perfil con SDS-PAGE idénticos pero los cambios de color son mas marcados en el

caso de los tratamientos que contenian el producto integro (MW-2)

6.4 RESULTADOS OBTENIDOS CON FTIR.

Los resultados de FTIR nos permiten analizar el espectro resultante de la radiacién con
infrarrojos de una muestra; que permite hacer un estudio cualitativo de las distintas estructuras
quimicas de las mismas y observar modificaciones tras el tratamiento. Se estudiaron, sobre
todo, las sefiales de las regiones localizadas segun Pretsch et al como tension del enlace C-O de
los carbohidratos (840-1170 cm™), sefial de los hidroxilos de los carbohidratos (1200-1400 cm”
(), tensién de los grupos amido | y Il de las proteinas, (1740-1630 cm™y 1630-1510 cm™,
respectivamente) grupos metileno de los lipidos (2700-3000 cm™) vy la sefial de los grupos N-
Hy H-O de amidas y lipidos (3000-3700 cm™). Para resumir mejor los resultados los agruparemos

en dos: aquellos de las harinas nativas y tratadas y los procedentes de las fracciones proteicas.

6.4.1 Harinas

Se corrobord la composicion de las

2.0
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carbohidratos es la harina de maiz
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Absorbance Units
1.0
=
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correspondientes a grupos propios de

los hidratos de carbono) mientras que

T T T
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Wavenumber cm-1

0.0

la que mayor contenido en proteinas

(observando las sefiales de entre
1 1 Figura 14: Espectros de FTIR de las harinas nativas de maiz,

1740-1630 cm™ y 1630-1510 cm™, guinuayTs

tensién de los grupos amido | y Il de las proteinas) y lipidos (observando, la sefial

correspondiente a los grupos metileno de los lipidos, entre 2700-3000 cm™) es la harina de

quinua. La harina de trigo sarraceno presenta una sefial intermedia de hidratos de carbono y

proteinas (Figura 14).
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Por otra parte, la comparacién de los espectros normalizados de las harinas nativas, tratadas
con microondas y ultrasonidos, no mostré diferencias significativas; observandose una
proporcién similar de las distintas estructuras moleculares presentes en las harinas (Figura15y
anexo ll). Por tanto, a nivel cualitativo, no se observan cambios tras el tratamiento ultrasonidos

0 microondas.

o
o E
Harina de TS nativa e “ |
Harina de TS MW == /
0 §o] |
) ) £3 I
— Harina de TS US === H |
i |
|
Y o
3 /

%) W/
= \
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Figura 15: Espectro de FTIR de las harinas de TS nativa (negro) y tratada con microondas (rojo) y ultrasonidos

( ). Ampliacién de la longitud de onda correspondiente a los enlaces amido I (1740-1630 cm™) y Il (1630-
1510 cm).

6.4.2 Fracciones proteicas del trigo sarraceno

Los resultados de su analisis no dejaron lugar a dudas de la existencia en estas muestras de otros
compuestos, debido a la presencia de enlaces no propios de las proteinas. Esta afirmacién se
puede realizar al comparar dichos espectros con el de albumina sérica bovina pura (BSA). De
hecho, todas las fracciones proteicas obtenidas a partir del TS presentan seiales pertenecientes
a estructuras quimicas que podrian ser de hidratos de carbono observando las sefiales de entre
840-1000 cm, tensidn del enlace C-0, y 1200-1400 cm™, sefial de los grupos hidroxilo, (Figura
16). Ademas, las prolaminas tienen una mayor proporcidn de enlaces que puedan pertenecer a
estructuras de lipidos teniendo en cuenta la mayor sefial de esta fraccion entre 2700-3000 cm”
! perteneciente a los grupos metileno de los lipidos (Figura 16). Estos lipidos probablemente se

hayan extraido con las prolaminas debido al agente extractor utilizado (tercbutanol). En general
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la sefial correspondiente a las fracciones proteicas de la harina nativas y tratada con microondas
de trigo sarraceno no tuvo diferencias significativas, salvo en el caso de las globulinas. La fraccidon
de las globulinas de la harina tratada con microondas con respecto a la nativa obtuvo mayor
sefial en la regién 1200 a 1400 cm™ correspondientes a enlaces propios de hidratos de carbono
, ¥ menor en la regién comprendida entre 3000-3700 cm™ correspondiente a la sefial de los
grupos N-H y H-O de amidas y lipidos (Figura 17, b). Esto indica una ligera, aunque mayor
proporcién de proteinas frente a carbohidratos en las globulinas de la harina tratada con
microondas con respecto a esta misma proporcidn para las globulinas de la harina que no han
sufrido tratamiento, a pesar de que en la extraccion de ambas fracciones fue idéntica y
simultanea. Esto podria explicar la ligera, aunque mayor intensidad de las bandas observadas
en esta fraccidén respecto a su correspondiente nativa en las Figuras 9 y 10 con la misma

concentracién de muestra para ambas.

Por lo que respecta a la fraccion de las glutelinas, también se observd una disminucién de la
sefal propia de las proteinas en el espectro FTIR de dichas glutelinas nativas, comprobado una

vez normalizadas y comparando con el resto de las fracciones obtenidas por el método de

N
o
BSA e
Albiminas TS s
Globulinas TS s
2 . \
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Glutelinas TS =—

Absorbance Units

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Figura 16: Espectro de FTIR de BSA y de las fracciones proteicas del TS y BSA.
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Figura 17: Espectro de FTIR de las fracciones proteicas de TS nativas (negro) y tratadas con microondas (rojo) y
comparacion con BSA (morado). De izquierda a derecha y de arriba abajo (a) albuminas, (b) globulinas, (c)
prolaminas,(d)glutelinas.

Osborne (Figura 16). Por lo que respecta a la fraccién tratada con microondas, la seial
correspondiente a las proteinas es mayor y, sin embargo, disminuye la sefial de carbohidratos
(Figura 17, d). Puesto que las fracciones nativas y las tratadas con microondas fueron sometidas
a los mismos procesos para su fraccionamiento, salvo en la cantidad de amilasa y el tiempo
empleado para obtener esta fraccion; parece ser que a mayor tiempo de accion de la amilasa
utilizado en la fraccidn llamada microondas, conduce a una mayor eliminacién de dicho almidon.
(a pesar de que la prueba de Lugol fuera negativa en ambos casos). Estas observaciones
presentan similitud con las realizadas en el apartado 6.2.2 sobre la diferente intensidad de las
bandas observadas entre ambas fracciones, nativa y tratada. Por tanto, la muestra nativa
presenta mas proporcidn de hidratos de carbono en relacidn con las proteinas; es decir, que su

fraccionamiento no ha sido adecuado.
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6.5 PRINCIPALES OBSERVACIONES OBTENIDAS CON DSC

Se llevé a cabo el analisis del comportamiento de las harinas de quinua, trigo sarraceno y maiz
nativas y tratadas con microondas a temperaturas de hasta 2002C y sin agua. Como resultado,
se observaron 3 picos en el caso del TS y el maiz nativo y 2 para la quinua, que sufrieron
modificaciones en el caso de sus homdlogas tratadas con microondas (Tabla 6). Los
termogramas de las harinas nativas y tratadas con microondas obtenidos con DSC se adjuntan

en el Anexo lll.

En el caso del trigo sarraceno, un primer pico fue observado a una temperatura de 55,82C en el
caso de la harina nativa y a 56,412C en el caso de la tratada con microondas, cuya entalpia es
también mayor. Se observa un segundo pico a los 83,622C en el caso de la nativa, que desaparece
en la harina tratada. Segun un estudio en el que se realizd la DSC de las proteinas de trigo
sarraceno con un tampodn fosfato 0,5M se obtuvo un pico en torno a 802C que indican podrian
corresponder a las globulinas 8S (Tang, 2007). Este estudio no nos permite determinar que ese
pico se corresponda con dichas globulinas por la ausencia de la solubilizacién de la harina en un
medio en nuestro caso, que es un factor de estudio determinante. En la quinua se observé un
primer pico (Tabla 6) en torno a los 482C y cuya entalpia era de 2,01 J/g muestra un incremento
de ambos valores en el caso de la harina tratada con microondas. Para ambos pseudocereales
tratados respecto a los nativos, se comprueba que es necesaria mas energia para que tenga
lugar este primer proceso endotérmico. El maiz muestra 3 picos (Tabla 6), el primero de ellos a
los 62,569C, cuya temperatura y entalpia son inferiores en el caso de la tratada con microondas.
Este cambio tiene un sentido contrario al observado en los pseudocereales. Un segundo pico
fue observado en el termograma del maiz a los 85,229C que desaparecia en el caso de la harina

tratada con microondas.

El pico observado a mayor temperatura en las tres muestras podria deberse a la fusion de la

amilopectina (Maache-Rezzoug, Zarguili, Loisel, Queveau, & Buléon, 2008)(Biliaderis, 2009).

En vista de los resultados obtenidos, se observan distintos efectos del tratamiento microondas
para cada una de las muestras. No obstante, es comun a las tres muestras la permanencia del
primer pico, aunque haya cambiado su temperatura y entalpia. La desaparicion del segundo pico
en todas las muestras tratadas probablemente indique una irreversibilidad de este proceso, sea

cual sea.

Un segundo barrido en las harinas nativas fue realizado para comprobar la reversibilidad de
todos los procesos observados y el resultado fue la ausencia de picos en este segundo barrido

(Figuras 25y 26, anexo Il), por lo que una vez que la muestra alcanza una temperatura de 2002C
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estos procesos, sean cuales sean, no parecen ser reversibles. Sin embargo, pueden aparecer
algunos picos observados en las harinas nativas tras el tratamiento microondas (el primero y el
segundo en el TS y maiz y ambos en la quinua) porque este tratamiento alcanza una temperatura
cercana a los 1502C. Este efecto puede verse también en ciertas proteinas; por ejemplo, se
observé que la reversibilidad de la desnaturalizacién de la albumina sérica bovina era menor

cuanto mayor era la temperatura de calentamiento a la que habia sido sometida (Michnik,

2003).

Tabla 6: Principales resultados de la DSC.

H% AH; Tpa AH, Tp2 AH3 Tps
(/g bs) (¢C) (/g bs) (¢C) (/g bs) (¢C)
TS Nativo 12,86 0,90 55,8 0,06 83,62 283,44 155,16
TS MW 9,07 1,35 56,41 - - 162,34 159,89
Quinua Nativa 10,37 2,01 48,23 - - 212,16 163,8
Quinua (MW- 8,11 3,95 55,9 - - 128,44 167,85
2)
Maiz nativo 11,14 1,34 62,56 0,37 85,22 232,55 161,34
Maiz (MW-2) 7,92 0,80 52,58 - - 111,15 175,83

*Donde H% es la humedad de la muestra, AH la entalpia del proceso, bs significa base seca y TP es la temperatura
del pico

7. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha estudiado el impacto del tratamiento microondas y de ultrasonidos sobre

la fraccion proteica de harinas sin gluten de quinua, trigo sarraceno y maiz, concluyéndose que:

1. Un periodo de extraccion de la muestra con el PLB de 24h y una concentracién del 3%
(p/v) de muestra/PLBx1 son suficientes para un correcto analisis proteico mediante SDS-
PAGE.

2. El perfil proteico obtenido mediante SDS-PAGE de las harinas tratadas con microondas
presentaba mayores cambios en las bandas para las harinas de quinua, seguidos del
maiz que eran apenas apreciables en el trigo sarraceno.

3. Laausencia de bandas en las harinas de quinua y maiz tratadas con microondas puede
deberse a un cambio en la solubilidad de las proteinas que dificulta su extraccién con

PLBx1. El tratamiento con urea 8M tampoco mejord la extraccidn de las proteinas.
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10.

11.

El impacto del tratamiento ultrasonidos sobre el perfil proteico sarraceno fue
inapreciable para ambas harinas y mucho menor que en el microondas en el caso de la
quinua.

Las fracciones proteicas mas predominantes en la harina de TS son las albiminas y
globulinas, lo que concuerda con las fuentes bibliograficas. Sin embargo, pese a la
modificacién del fraccionamiento, este método no es efectivo para la extraccidn pura
de fracciones, debido a la presencia detectada de carbohidratos y lipidos.

El fraccionamiento proteico de Osborne puede requerir nuevos cambios o adaptaciones
para el estudio del trigo sarraceno. El agua destilada y el NaCl 1,25M no mostraron la
selectividad deseada debido a la presencia de ciertas proteinas en ambas extracciones.
La Reacciéon de Maillard probablemente intervenga en los cambios de color de las
harinas y ocurre en ambos tratamientos. El oscurecimiento y los cambios de color son
mayores en las harinas tratadas con microondas que en el caso de las tratadas con
ultrasonidos.

No se puede establecer una relacidn directa entre el efecto en el perfil proteico de cada
muestra tratada obtenido con SDS-PAGE con sus cambios de color. Los cambios de color
son mas marcados en el caso de los tratamientos que contenian el producto integro,
pero no habia diferencias entre el perfil proteico de ambos tratamientos (MW-1 y MW-
2).

Los espectros de las harinas nativas y tratadas no indicaron modificaciones cualitativas
de los grupos funcionales observados tras los distintos tratamientos.

Los resultados de la calorimetria diferencial de barrido no permiten establecer
conclusiones con respecto a los cambios proteicos de las harinas tratadas con
microondas.

Se requieren nuevos trabajos que mejoren el conocimiento actual de los cambios

proteicos de las harinas tratadas con microondas, sobre todo, mejorando su extraccion.
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9. ANEXOS

9.1 ANEXO I: DIAGRAMA DE FLUJO DEL FRACCIONAMIENTO PROTEICO DE OSBORNE
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* El tiempo y la velocidad de cada proceso, asi
como la repeticion de los mismos se detalla en el
apartado de métodos 5.3, y estdn sujetos a
cambios seglin las observaciones en dicho proceso

Sobrenadantes Desechar

Figura 18: Diagrama de flujo del procedimiento de fraccionamiento proteico de Osborne. C es
centrifugacion, L, liofilizacién e I incubacion.
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9.2 ANEXO II: ESPECTROS OBTENIDOS EN FTIR
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Figura 19: Espectro FTIR de la harina nativa de maiz (negro) y de la harina de maiz tratada con
microondas (roja)
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Figura 20: Ampliacién de la region amido 1 (1740-16030 cm™) y amido Il (1630-1510 cm™ ) de las harinas
de maiz nativa (negro) y tratada con microondas (rojo)
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Figura 21: Espectro FTIR de la harina nativa de quinoa (negro) y de la harina de quinua tratada con
microondas, MW-2 (roja) y tratada con ultrasonidos ( )
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Figura 22: Ampliacién del espectro FTIR de la regién amido | (1740-16030 cm™) y amido Il (1630-1510

cm) de las harinas de quinua nativa (negro) y tratada con microondas (rojo) y ultrasonidos (
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9.3 ANEXO IlI: CURVAS DE FLUJO DE CALOR OBTENIDAS MEDIANTE DSC

Integral -11,67m)
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Figura 23: Termograma DSC de la harina nativa de maiz (azul) y de la harina de maiz tratada con microondas (MW-
2) (rojo). Ambas sin agua.
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Figura 24: Termograma DSC de la harina nativa de trigo sarraceno (azul), quinua (rojo) y maiz ( )
T
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Figura 25: Termograma DSC de la harina nativa de trigo sarraceno (azul), quinua (rojo) y maiz ( ) realizado una

semana después de haber sido sometidas a DSC hasta 200°C, pudiendo indicar una irreversibilidad de los procesos.
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Figura 26: Termograma DSC de la harina nativa de trigo sarraceno (azul) y de la harina de trigo sarraceno tratada
con microondas (rojo). Ambas sin agua.
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Figura 27: Termograma DSC de la harina nativa de trigo sarraceno (azul), quinua (rojo) y maiz (negro)
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9.4 ANEXO IV EQUIPOS Y MATERIAL FUNGIBLE UTILIZADOS Y DISPONIBLES EN
LOS LABORATORIOS DE PROCEREALTECH Y BIOFORGE
11. Congeladores

12. Vortex REAX top
EQUIPOS:

. (Heidolph)
1. Estufa FD115 (Binder).
L 13. Liofilizador (Virtis)
2. Balanzas de precisién:
14. Equipos de agua Elix (Milli
a. Cbcomplet

Pore)
(COBOS)

L. 15. Molino Fidibus médium
b. Precisiéon AX-200

(Komo)
(COBOS)
16. Tamiz 250 umy 500 pm
c. XPE205 Hmy H
(CISA)
DeltaRange

17. Ultrasonidos UP400St con
(Mettler Toledo)

i sonda de titanio S24d22D
d. Entris 323Y-1S

) de 22 mm de didmetro
(Sartorius)

) (Hielcher)
3. Mezcladora-Batidora

o 18. Agitador dialisis MR Hei-
Teddy Bear 5l (Varimixer)

. Mix L (Heidolph)
4. Microondas R-314 IN (W)

19. Incubador ICP 260
(Sharp)

(memmert)
5. Motor externo

. 20. Elogic 100 magic system
Microondas: Worx

equipo fotografia (Kodak
WX128.3 (D-LITE) adip grafia )

, S 21. Agitadores
6. Centrifugas mini spin

a. Temperatura
a. Eppendorf

ambiente: Lab
b. Sorvall XTR.

polimax

(Heiddoph)

7. Agitador de vaivén Sorvall

ST 16R Centrifuge (Thermo

. N b. Cdmara fria: orbital
Fisher Scientific)

. shaker SSL1
8. Electrophoresis power

22. Banos maria:
supply EPS301

. ) a. Ecoline staredition
9. Vertical electrophoresis

. - (Lauda)
sistem (Hoefer miniVE)
. b. Ebw.2 (JULABO
10. Frigorificos
GmbH)
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23. Preformador multiple gel
caster (Amersham
biosciencies)

24. Placa hervir muestras

(Thermo Fisher Scientific)

MATERIAL FUNGIBLE:

N oo ks~ w N

Guantes de nitrilo

Botes de polipropileno
Eppendorfs

Falcon con faldén (50 mL)
Falcon sin faldén (50 mL)
Botes centrifuga

Espatula metalica
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10.
11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.

Cépsulas para estufa

Pipetas labnet autoclavable
Botes de orina

Puntas para pipeta: D10, D200,
D1000 Diamond Gilson.
Pipetas pasteur

Tripas dialisis 12-14000 Daltons
Bolsas polipropileno y
poliamida

Vasos de precipitados de vidrio
Probetas

Gradillas para tubo

Parafilm 4 IN.X.250 FT. ROLL.
Cristales electroforesis 10 x10.

Hoefer




9.5 ANEXO V: REACTIVOS

Tabla 7: Reactivos empleados.

Reactivo Nombre completo suministrador Lot/ referencia pureza

Tercbutanol Tert-Butyl alcohol  Fisher Scientific 1780447 -
2-Methylpropan-
2-ol

NaCl Sodium Chloride PanReact 000880433 99,5%
for analysis AppliChem

Acido acético Acetic acid glacial Fisher Chemical 1870260 99%

Metanol Methanol Fisher Chemical 1871743 99,8%

Urea Urea Colorless-to-  Fisher Scientific L-15731 99%
white crystals

TeMed N,N,N°,N"- Thermo T12591665 -
Tetramethyl Scientific
ethylenediamide

SDS SDS micropellets Fisher Scientific 44299-53539 99%

Acrilamida Acryl/Bis™ 37.5:1  Iberlab 2197C391 38,96%
(30:0.8) 40% (w/v)
solution Ultra Pure

PSA Ammonium Sharlau Chemie, 98 %
peroxidisulfate S.A
Molecular biology
grade

Tris Tris Hydrochloride  Apollo Scientific - -

limited

Glicerol Glycerol For Fisher 13751 99,5%
Molecular Biology = BioReagents

2-Me 2- Acros organics A0377355 99%
Mercaptoethanol

Bromofenol Bromophenol Blue Fisher Chemical 1364332
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9.6 ANEXO VI: COMPOSICION GEL SDS-PAGE.

Tabla 8: Composicion gel SDS-PAGE.

Resolving gel (12%)

Stacking gel (4%)

Acrilamida 40% 2,25 mL 250 pl
Tris 1,5M pH 8,8 1,88 mL

Tris 0,5M pH 6,8 0,625 mL
MQ 3,25 mL 1,585 mL

SDS 10% 75 ul 18,75 ul
PSA 10% 37,5 ul 18,75 pl

TEMED 3,75 pl 2,35 ul

V total 7,5 mL 2,5 mL
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