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RESUMEN

afuncionalidad delas proteinas como ingrediente emulgente, espumante, gelificante,
entre otras caracteristicas, ha permitido el desarrollo de productos alimenticios.
Debido a cambios en habitos alimentarios de los sectores poblacionales, como es el
caso del veganismo, existe un creciente uso de proteinas vegetales, principalmente
las de leguminosas. Una de las desventajas de estas proteinas es su limitada tec-
nofuncionalidad en comparacion con las de origen animal. Una alternativa de mejora eslamo-
dificacion de su estructura quimica, por medio de métodos como la acilacion, desamidacion,
fosforilacion, tiolacion, glicosilacion y el cambio de pH. Las ventajas que presentan algunos
de estos metodos es que no requieren laadicion de agentes externos, en otros, se usan reacti-
vos seguros, ademas, tienen una alta eficienciay bajos costos de implementacion. El presente
articulo de revision aborda el uso de las proteinas de leguminosas modificadas quimicamente y
su efecto en las propiedades tecno-funcionales y aplicacion en la formulacion de alimentos.

Palabras clave: leguminosas, proteinas, modificacion quimica, propiedades funcionales.

ABSTRACT

The protein functionality as emulsifying, foaming, gelling ingredient, among others has led to
the development of food products. Because of an increase in population habits like veganism,
an increase in the use of vegetal proteins is present, mainly legumes. A disadvantage of these
proteins is their limited techno-functionality compared to those of animal origin. An improve-
ment alternative is the modification of their chemical structure with methods like acylation,
deamidation, phosphorylation, thiolation, glycosylation, and pH shift. They present advantages,
such as the fact that they do not require the addition of reagents, the use of safe reagents, high
efficiency, and low implementation costs. This review article addresses the use of chemically
modified legume proteins and their effect on techno-functional properties and application in
food formulation.

Keywords: legumes, proteins, chemical modification, functional properties.
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INTRODUCCION

Las leguminosas representan una familia extensa de cultivos que
producen semillas y que son consumidas por el ser humano. El
empleo de las leguminosas para la alimentacion esta relacionado
con distintos beneficios, como su capacidad para fijar el nitré-
geno en el suelo, actividad prebidtica y antioxidante, dismi-
nucion del riesgo a desarrollar diabetes tipo 2, disminucién de la
presion arterial, entre otros. Ademas, son una buena fuente
de nutrientes para el organismo, principalmente de proteinas
e hidratos de carbono complejos, también aportan acidos gra-
sos insaturados como la vitamina Ey minerales (De Angelis et al,
2021). Sus semillas han demostrado ser una fuente accesible
y sustentable para la alimentacion de la poblacion mundial.
Ademas, las preferencias de los consumidores actuales se han
centrado en el cambio de alimentos de origen animal por los
formulados con ingredientes de origen vegetal, debido a su preo-
cupacion por el sufrimiento y maltrato animal o por un interés en
minimizar el impacto ambiental (Olmedilla-Alonso et al., 2010).

Debido al alto contenido de proteina que presentan las legu-
minosas comparadas con otras fuentes vegetales, diversas inves-
tigaciones se han enfocado en la obtencién y empleo de aislados
proteicos. Ademas de su valor nutricional, estas son empleadas en
el desarrollo de sistemas alimenticios, debido a que poseen pro-
piedades tecno-funcionales comoagentes emulgentes, formacion
de geles, incremento de la viscosidad, estabilizacion de sistemas,
entre otros (Klosty Drusch, 2019; Rodriguez-Canto et al, 2019).

Sin embargo, se ha encontrado que las proteinas vegetales
presentan ciertas desventajas en comparacion con las protei-
nas de origen animal. Entre sus limitaciones se encuentran una
menor solubilidad acuosa, alta inestabilidad al cambio de pH,
cambios significativos en su conformacion por efecto de la fuerza
ionica, modificacion de la temperatura del medio, asi como
la presencia de sustancias antinutricionales, alérgenos o sabores
desagradables. Es por ello que los trabajos de investigacion
han optado por la modificacion de estas moléculas (Nikbakht-
Nasrabadi et al,, 2021).

La modificacion de proteinas es un proceso por el que de
formaintencional se cambia su estructura moleculary carga. Los

procesos pueden realizarse mediante técnicas fisicas, quimicas o
enzimaticas. Las modificaciones quimicas han sido empleadas
durante varios afios por su bajo costo de implementacion, facil
ejecuciony alta eficiencia. En esta clasificacion se engloban reac-
ciones como la acilacion, desaminacion, fosforilacion, tiolacion,
glicosilacion y cambios de pH. Anteriormente, se ha mostrado
que las modificaciones quimicas se utilizan para diversificar el
uso de proteinas de soya, chicharo, garbanzo, frijol, lenteja, entre
otras especies de leguminosas (Nikbakht-Nasrabadi et al, 2021).

El presente trabajo de revision muestra el efecto estructural,
fisicoquimicoy funcional de las modificaciones quimicas en dife-
rentes proteinas de leguminosas para el desarrollo de productos
alimenticios. Ademas, se describen las ventajas y desventajas del
uso de cada tipo de modificacion.

REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Proteinas de leguminosas

El uso de proteinas de origen vegetal siempre ha estado presente
en la dieta humana. Sin embargo, actualmente se ha dado un in-
cremento en su uso debido a que su cultivo es mas abundante y
relativamente econdmico en comparacion con las proteinas de
origen animal. Se estima que al consumir proteinas de origen
vegetal se reduce hasta cien veces el consumo de agua en com-
paracion al consumo de proteinas de origen animal. Como efecto
de la explotacion demografica, las proteinas vegetales represen-
tan un reto para su uso y para la exploracion de nuevas fuentes
que permitan cumplir con las necesidades de la poblacién. En la
mayoria de los casos estas proteinas se obtienen de granosy semi-
Ilas. En este contexto, las leguminosas representan un importante
grupo de plantas de las cuales pueden aislarse proteinas vegetales
(Day, 2013; Stone et al,, 2019).

Las leguminosas pertenecen a la familia Fabaceae (Legumi-
nosae) que incluye arboles, arbustos y hierbas. Se caracterizan
porlageneracion anual de vainas que contienen entre unay doce
semillas; estas pueden presentar distintos colores, tamafios y for-
mas, y se distinguen por la presencia de dos cotiledones (Didinger
y Thompson, 2021).
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Las semillas de leguminosas presentan un bajo contenido
de lipidosy una buena cantidad de fibra dietética. Actualmente,
las principales leguminosas de las cuales se obtienen proteinas
vegetalesson lasoya, chicharo, garbanzo, lenteja, habas, frijolesy
otras 150 especies comestibles de la familia (Olmedilla-Alonso
etal, 2010).

1.1. Estructura

Las leguminosas se caracterizan por presentar una mayor fraccion
de proteinas de almacenamiento conocidas como 11 S (legumina
o glicinina) y 7 S (vicilina o B-coglicina), estas proteinas son
un tipo de globulina (figura 1). Ambas fracciones son capaces
de formar estructuras cuaternarias (Schwenke, 2001). La 11 S
tiene una estructura quimica en forma de hexamero conformado
por unidades que interaccionan de forma no-covalente. Estas
unidades a su vez estan formadas por dos subunidades que
se unen mediante puentes disulfuro. Una de las subunidades

) Subunidad basica

, Enlace disulfuro

Subunidad acida

a )Unidad par de legiimina ~60-80 kDa

b )Trimero de legiimina ~180 kDa

puede encontrarse en bibliografia bajo el nombre de legumina a,
subunidad acida o subunidad grande; se caracteriza por un peso
de alrededor de 40 kDa. Mientras que la otra unidad se conoce
como legimina B, subunidad basica o subunidad chica, y pesa
alrededor de 20 kDa (Jarpa-Parra et al., 2014).

En el caso de la vicilina, su estructura es la de un trimero
(Schwenke, 2001). Se ha reportado que este grupo de proteinas
son deficientes en metioninay cisteina, lo que limita su capaci-
dad para formar puentes disulfuro. El peso de sus subunidades
se encuentraalrededor de los 30-8o kDa (Bara¢ et al., 2015).

Otra fraccion proteica de las leguminosas son las lectinas.
Estas son proteinas unidas a carbohidratos, que presentan una
estructura de sandwich entre [aminas ; condicion que ocasio-
na un ordenamiento extremadamente apretado. Esto permite
que estas moléculas sean altamente estables tanto a tratamientos
térmicos como a los procesos de digestion (Carbonaro et al,, 2015;
Lagarda-Diaz et al,, 2017).

d ) Trimero de vicilina =150 kDa

¢ ) Hexamero de legimina ~380 kDa

Representacion de la estructura cuaternaria de la leguminay vicilina. Adaptada de Bara¢ et al., 2015.
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1.2. Composicion quimica

Para distintas especies de leguminosas se ha reportado que la le-
gumina esta presente entre un 18 o/ 'y un 25 % del total, mientras
lavicilina representa entre un 55 %%y un 8o %% (Aluko et al., 2015;
Stone et al,, 2019). Es posible encontrar entre un 10 %y 30 %
dealbuminasen las proteinas de leguminosas. Estas generalmente
estan conformadas por dos cadenas polipeptidicas que pesan
de 1a9kDa. Se caracterizan por su union mediante enlaces disul-
furo, por lo que se les ha relacionado con mas del 50 %% del total
del azufre presente en las proteinas de leguminosas (Day, 2013).

1.3. Propiedades tecno-funcionales y térmicas

Las particularidades de la estructura y composicion quimica
de la legumina y vicilina propician que sus propiedades fun-
cionales sean distintas. Dada la presencia de puentes disulfuro
que estabilizan la estructura cuaternaria de la legimina, este
grupo de proteinas tiene la capacidad de formar geles con fir-
mezay elasticidad diferentes a los que se obtienen con lavicilina.
Mientras que la vicilina se caracteriza por propiciar interacciones
hidrofébicasy puentes de hidrégeno (Day, 2013). Se ha reportado
que la legiimina tiene una menor capacidad espumante y baja
solubilidad (Cui et al., 2020).

Asimismo, las propiedades térmicas de la vicilina y legumi-
na también son distintas. La primera presenta menores tempe-
raturas de desnaturalizacion, lo que se debe a que la legimina
tiene una estructura mas compacta estabilizada por los puentes
disulfuro; esto incrementa su termorresistencia (Lafarga et al,,
2019). Elevadas temperaturas de desnaturalizacion se relacionan
con un alto contenido de laminas B que estabiliza la estructura
(Carbonaro et al., 2015).

Por otro lado, en la vicilina las temperaturas de desnaturali-
zacion se han reportado entre 79.9y 27 °C en distintas especies
de leguminosas; mientras que para la legiimina se han encon-
trado entre 95.5 y 215 °C (la variacion se debe al contenido de
minerales, la humedad y la especie vegetal) (Ghribi et al,, 2015).
Debido a que esta termorresistencia se relaciona con una con-
formacion compacta de la leguminay la vicilina es que, junto a
otras proteinas vegetales, han sido clasificadas dentro de los
alérgenos de origen vegetal, dado que son dificiles de digerir
(Pauli, 2011). Pero a su vez, esa misma resistencia permite que

una fraccion de las proteinas pueda mantenerse estable inclu-
so durante el proceso de digestion. Esta particularidad se ha re-
lacionado con un efecto benéfico de actividad protectora y de
antiproliferacion de cancer en el colon (Carbonaro et al, 2015).

1.4. Propiedades nutraceuticas y antimicrobianas

Varias proteinas de leguminosas presentan propiedades nutra-
ceuticas. Las 7S se han relacionado con lareduccion del colesterol
y triglicéridos, mientras que las 11 S se han descrito con activi-
dad para bajar la presion arterial (Carbonaro et al,, 2015). Las
lectinas han sido sugeridas como agentes terapéuticos para
tratar la pancreatitis aguda. Ademas, han demostrado poseer
una actividad antimicrobiana y antifungica, como un método
de defensa de las plantas contra especies fungicas de Fusarium,
Colletotricum, Candida, Aspergillus, Trichodermay bacterias
como Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aerugi-
nosa, Klebsiella sp., Staphylococcus aureusy Streptococcus sp.
(Carbonaro et al, 2015; Lagarda-Diaz et al.,, 2017).

Todas las caracteristicas que se describen para las proteinas
de leguminosas pueden verse afectadas por las modulacio-
nes intencionales a las que se sometan. Eso implica cambios en
la conformaciéon, composicion, propiedades fisicoquimicas y
tecno-funcionales.

2. Cambios en las propiedades funcionales de las
proteinas por efecto de la modificaciéon
Las propiedades tecno-funcionales de las proteinas permiten que
puedan ser empleadas para la formulacion de alimentos. Estas
caracteristicas fisicoquimicas afectan la interaccién de estos bio-
polimeros con otros componentes tales como otras proteinas, car-
bohidratos, lipidos, gases, minerales, compuestos volatiles y agua
(Day, 2013). La modificacion de estas interacciones tiene lugar
durante las etapas de procesamiento, almacenamiento, distri-
bucion y consumo de un alimento. Estas caracteristicas tecno-
funcionales comprenden una gran cantidad de propiedades.
Kinsella y Melachouris (1976) subdividen las propiedades
tecno-funcionales en:

a) Organolépticas, queincluyen el color, sabor, olor, textura
ylasensacion en laboca.
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b) Cinéticas, como la turbidez, suavidad o aspereza.

¢) De hidratacion, como solubilidad, dispersabilidad, hu-
mectabilidad, absorcion de agua, hinchazén, espesamiento,
gelificacion, retencion de agua, etc.

d) De superficie, como la formacion de espuma, capacidad
de formar emulsiones, formacion de peliculas y union con
0tros compuestos.

e) Propiedades estructurales, como la cohesidn, elastici-
dad, aspereza y masticabilidad.

f) Propiedades de textura, que incluyen viscosidad, adhe-
renciay reticulacion cruzada.

g) Propiedades de reologia, como formacién de masa, tex-
turizabilidad, formacion de fibras, agregacion, pegajosidad,
gelificacion, etc.

h) Otras propiedades, como la compatibilidad con aditivos,
enzimas, etc.

La caracterizacion de estas propiedades en las proteinas
modificadas permite evaluar el efecto y eficacia de algun método
quimico, fisico o enzimatico que module la estructura de la
proteinay, por ende, afecte sus propiedades tecno-funcionales,
lo que permite aplicarla en productos alimenticios especificos.

A pesar de que las proteinas animales han sido usadas por
décadas debido a sus excelentes propiedades tecno-funcionales
en el desarrollo de productos alimenticios, la introduccién de
nuevas fuentes proteicas ha llevado ala necesidad de su caracteri-
zaciony optimizacion. En el caso de las proteinas vegetales, se ha es-
tudiado la modificacion de su estructura con la finalidad de mejo-
rar sus propiedades en el sistema alimenticio o dirigirla mediante
la modificacion de sus grupos funcionales (Basaky Singhal, 2022).

2.1. Fosforilacion
La fosforilacion es una reaccién que permite introducir un grupo
fosfato a la cadena peptidica (Nikbakht-Nasrabadi et al,, 2021).

La reaccion puede llevarse a cabo con los residuos de aminoacidos
que presentan grupos alquilo, anhidridos de acido e hidroxilo de
arilo (figura 2) (Hu et al, 2019). Al introducir grupos fosfato a la
proteina se incrementa la carga neta negativa y la repulsion pro-
teina-proteina (Nikbakht-Nasrabadi et al, 2021). Para este méto-
do se utiliza el trimetafosfato de sodio (STMP por sus siglas en
inglés), considerado como un aditivo seguro (GRAS) (Akharume
etal,2021), el tripolifosfato de sodio (STP por sus siglas en inglés)
y el oxicloruro de fosforo (POCL) (Akharume et al., 2021).

Este método fue empleado por Lui et al. (2020) para la modi-
ficacion de la proteina de chicharo, donde se vio un incremento
en elementos de la estructura secundaria como laslaminas B (de
24.59 /0 * 1.13 % 2 28.08 % * 0.45 %) y a-hélice (de 10.43 %
* 0.18 9/ 2 14.84 % * 0.32 %). Este cambio estructural se ha
relacionado con un incremento en la temperatura (de 77.30
a78.67°C)yentalpiade desnaturalizacion (de 107.67a150.49) 8),
debidoaquese presentaun mayorordenamiento de la estructura,
incrementando laactividad y la estabilidad emulgente (63.07 %%y
69.08 o/, respectivamente), la actividad espumante (114.28 /o)
y la capacidad de ligar aceite (73.31 %o).

Porotro lado, se ha sugerido que la fosforilacion puede afec-
tar los enlaces disulfuro que estabilizan la estructura terciara y
cuaternaria de la proteina hasta provocar la desintegracion de
la estructura globular, como se evidencié en el estudio de Lui
et al. (2020) sobre proteina de chicharo. Aunque esta tendencia
no es necesariamente la misma en todas las proteinas. En el caso
de la fosforilacion de proteina de soya, se ha visto que conforme
se incrementa el grado de sustitucién, aumenta el peso mole-
culardela proteina porlaformacion de enlaces entre subunida-
des de la estructura cuaternaria.

La fosforilacion también se ha relacionado con una disminu-
cién de aminoacidos expuestos y un efecto significativo en la
hidrofobicidad superficial del aislado proteico de soya. Esto se
debe a que la presencia de PO > afecta la carga superficial de la
proteinay codmo esta interactiia con el agua y otras proteinas (Liu
etal,2021). En el caso de la proteina de frijol de mungo some-
tido a este método, se observé una disminucién de 2.2 oo de las
a-hélice y de 4.7 %o de las [aminas B, lo que resulté en un incre-
mento de los giros B (de 40.9 % a 48.1 /) (Hadidi et al,, 2021).
Lo anterior demuestra que al efectuar no solo este método de
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modificacién, sino cualquier otro, es necesario realizar la carac-
terizacion de los cambios estructurales de las proteinas. Y es re-
comendable correlacionar el método y los cambios estructurales
enlosdiferentes nivelesde la configuracion de la proteina (secun-
daria, terciaria y cuaternaria) para corroborar si estos cambios
afectan significativamente las propiedades tecno-funcionales.
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2.2. Acilacion

La acilacion ha demostrado ser una reaccion exitosa en la mo-
dificacion quimica de proteinas de leguminosas. Esta permite
la sustitucion de aquellos grupos amino con carga positiva por
un residuo neutro, lo que se conoce como acetilacion; o la sus-
titucion en los grupos amino cargados negativamente como el
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grupo succinilo en la succinilacion, un grupo maleilo en la ma-
leilacion y un grupo citraconilo en la citraconilacion (Schwenke,
2001). La reaccion puede ocurrir en todos los grupos nucleofi-
licos de los residuos de aminoacidos, pero la mayor afinidad
seencuentraen el grupog-amino de lalisina (Nikbakht-Nasrabadi
etal,2021). Lasuccinilacidn es un proceso relativamente sencillo
y facilmente escalable.

Con el método de succinilacion se propicia una disociacion
gradual de la estructura cuaternaria de las proteinas y un des-
pliegue parcial de la cadena peptidica. Este fendmeno se logra
con mayor eficiencia cuando entre el 85 %oy 95 %o de los grupos
amino son acetilados, y 1a consecuente succinilacion de los gru-

pos OH incrementa la repulsion electroestatica de las cadenas. La
separacion de las subunidades expone a otros grupos de ami-
noacidosy modifica la hidrofobicidad de superficie, lo que afecta
alas propiedades interfaciales (Schwenke, 2001). La diferencia en
la solubilidad se debe a que en la succinilacion se introducen ca-
denas polares mas largas, generando un mayor cambio de la con-
formaciény repulsion de la proteina. Otra investigacion demostrd
que la succinilacion de la proteina de haba afect¢ tanto la
viscosidad como la hidrofobicidad de superficie, presentando
cambios en sus propiedades interfaciales (actividad y estabilidad
espumantey capacidad de formacion de emulsiones en la tabla )
(Krause et al, 1997; Schwenke et al, 1998).

Tablal. Propiedades tecno-funcionales de proteinas de leguminosas modificadas quimicamente
Fuente . Absorcion | Absorcion | Actividad | Estabilidad | Capacidad | Estabilidad .
Método . Referencia
vegetal de agua de aceite | emulgente | emulgente | espumante® | espumante
244+ Pastor-
N/A 617,_ 3.31£0.1192 25.0 £0.0° N/D N/D N/D Cavada
’ et al. (2010)
Lathyrus 393 % 85.24 51.74 =
clymenum N/A o 53,' 2.96 +1.23 5.885_ 12'078_ 50 +7.14 08
Chicharo : ’ : Liu et al.
2020)
L 222t 139.87 ¢ 2214 ¢ (
o + 2 + 8 a5
Fosforilacion 0.08' 513 £1.34 6.18° 87.48+2.42% 107.14:7.14 5 588
No modificado N/D N/D 85 + 36 N/D N/D 120 £ 7°
Glicosilacion N/D N/D 142 + 76 N/D N/D 43 + 39
Chicharo con lactosa Pedrosa
(Vicilina)  Glicosilacion (1997)
+ 6 + 19
con glucosa N/D N/D 68 3 N/D N/D 85+1
Glicosilacion
+ 6 + 79
con galactosa N/D N/D 157 £3 N/D N/D 53 £2
Mgd'f'lfla;';’" N/D N/D 157+0.0° 0.0%0.0° 294 %1 783 £1.7¢
Garbanzo eph 3.
(agua de e Lafarga
coccién) M°§;f::c5'°" N/D N/D 556+ 0.6° 402%0.9° 264+ 6 56.8:32¢ etal(2019)
Modificacidn
+ 8 + 8 + + 8
de pH 6.5 N/D N/D 3.90.0 0.0+0.0 1757 3431
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Tablal. Propiedades tecno-funcionales de proteinas de leguminosas modificadas quimicamente (continuacion)

Fuente . Absorcion | Absorcion | Actividad | Estabilidad | Capacidad | Estabilidad .
Método . Referencia
vegetal de agua de aceite | emulgente | emulgente | espumante® | espumante
- El-Adawy
1 2 8 8
No modificado 215 1.4 65 15 110 N/D (2000)
Frijol Acetilacion ~ 250-2.60' 160-1.652  36-65° 16-23° 120-135 N/D
mungo cetilacion . . . . /
Succinilacion ~ 2.40-2.45'  1.45-1.55? 14-628 16-218 125-130 N/D
Frijol NP _5EE 566 Charoensuk
mungo Succinilaciéon N/D N/D 25-33 28-33 N/D N/D et al. (2018)
. Modificacion s Jarpa-Parra
Lenteja de pH 8-pH 9 N/D N/D N/D N/D 550-560 81-78 et al. (2013)
No modificada 1.7 2.6* 54.18 52.28 85-87 37-778
Succinilacion
o)
con 57.9 % 2.3 2 60° 57.9° 85-89 16-30°
de lisina
sustituida
Succinilacion
(o)

Lenteja con 78.6 % 2.3 22 62.2° 58.8° 80-87.5 11-56° .
(globulina) de lisina Singh-Bora
g sustituida (2002)

Succinilaciéon
o)
con 87.2 % 2.2° 2.2¢ 62.8° 57.5° 74.5-53 12-54°
de lisina
sustituida
Succinilacion
(o)
con 90.3 % 2.3 2.2° 60.6° 54.4° 78-87 11-34°
de lisina
sustituida
. 128+ . . .
No modificada 0.01 2.98 £ 0.22 N/D 22 15 433
Succinilacion 104 +
con anhidrido . 6.16 £ 0.09? N/D 13° 32 27.59%
Chicharo succinico 0.01 shah et al.
(2019)
Succinilacion
conanhidrido . 6503 569:0062  N/D 5 38 13.79¢
octenil

succinico
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Tablal. Propiedades tecno-funcionales de proteinas de leguminosas modificadas quimicamente (continuacion)

Fuente . Absorcion | Absorcion | Actividad | Estabilidad | Capacidad | Estabilidad .
Método . Referencia
vegetal de agua de aceite | emulgente | emulgente | espumante® | espumante
Succinilacion
con anhidrido 1.00 * Shah et al.
1 + 2 9 8
Chicharo dodecenil 0.07' 4.41*0.16 N/D 29 40 26.67' (2019)
succinico
Glicosilacion/
glucosa por N/D N/D 0.49-058  19.8-21.8° 47-54 9-16°
2-4 h
Soya  Glicosilacion/ GG,
7 9 8
glucosa por 5 h N/D N/D 0.68 23.2 55 16.5 (2019)
Glicosilacion/ N/D N/D 0.59’ 22.5° 51 9.6°
glucosa por 6 h ’ ’ ’
Cambio
de pH en
Ry 3 5 Tan et al.
Soya combinacién N/D N/D 12.70-29.57°¢ 21.32-35.06 N/D N/D 2021)
con presién
hidrostatica
No modificada N/D N/D 19.01-27° 13.14-16.30° 15-43.33 51.61-65.938 Fu et al
Soya 43.53 (2021)
icosilacion .53- _ 5 : -
con lactosa N/D N/D 98 875 13.24-35.38 30.67-79 61.87-87

(N/D) no determinado, gramos de agua absorbidos por g de muestra?, gramos de grasa absorbidos por g de muestraz, ml de agua por gramo de proteina3, ml de aceite por
gramo de proteina?, porcentaje de grasa emulsionada en pesos, m? de grasa por gramo de proteina®, unidades de absorbancia’, porcentaje®, min®.

Los cambios mencionados pueden estar relacionados con
modificaciones en la estructura secundaria de la proteina, como
se demostro en el estudio de Shah et al. (2019). En dicha investi-
gacion, la succinilacion aplicada en proteina de chicharo eviden-
ci6 cambios importantes en los residuos de lisina, disminucion de
laminas B de 5.87 9/ 22.74 %/0,2.60 %0y 1.50 %, al modificarse con
anhidrido succinico (sA porsussiglas en inglés), anhidrido octenil
succinico (0SA porsussiglas en inglés) y anhidrido dodecenil suc-
cinico (DDSA por sus siglas en inglés), respectivamente, cambios

de a-hélice (de 26.23 9% 2 19.64 %o, 26.54 %0 y 16.15 %, al modi-
ficarse con sA, OSA y DDSA, respectivamente) y mayor presencia
de laminas B antiparalelas (de 23.00 % a 27.50 %, 25.15 % y
27.60 %, al modificarse con SA, OSA y DDSA, respectivamente).
Estos cambios conformacionales y la adicion de los grupos con
carga modifican la carga neta de la proteina, favoreciendo la for-
macion de aglomerados. Ademas, las laminas B antiparalelas
son mas estables por un mayor nimero de puentes de hidro-
geno que las paralelas. Ello hace mas ordenada y compacta a la
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proteina de chicharo, incrementando su temperatura de desna-
turalizacion (de 64.13 °Ca 65.67 °C, 65.37 °Cy 73.15 °C cuando se
empleasA, 0SA 0 DDSA, respectivamente),y modificando la ental-
pia de distinta forma dependiendo del reactivo utilizado (para
la proteina sin modificar fue de 2.45 ) /g, para la proteina modifi-
cadaconsade2.26)/g conosade3.43)/gycon DDSAde2.18)/g).

Por otro lado, El-Adawy (2000) demostré que propiedades
como laabsorcion de agua/aceite, formacion de espumay esta-
bilidad espumante se ven favorecidas con laacetilacion mas que
con la succinilacion (tabla 1). Esto debido a la incorporacion
de cargas negativas que despliegan y exponen residuos de amino-
acidos hidrofdbicos de la proteina. Ademas, tanto la succinilacion
como la acetilacion demostraron incrementar un 5 /%o la diges-
tibilidad de la proteina de frijol de mungo, debido a que durante
el proceso de modificacion se disminuye la presencia de factores
antinutricionales, como taninos e inhibidores de tripsina.

En el caso de la acetilacion, esta reaccion propicia la aglo-
meracion de las subunidades, lo que se conoce como oligomeri-
zacion. Esto se debe a un incremento de Ia hidrofobicidad de
los monomeros, lo que favorece su union mediante interacciones
hidréfobas (Schwenke, 2001). Uno de losaminoacidos massuscep-
tibles a la reaccion de acetilacion es la lisina; cuando se logra
una modificacion de 70 9% a un 9o %o, es posible obtener un
incremento de la solubilidad (hasta un 25 o/), asi como de la
capacidad de ligar agua/aceite (hasta un 15 %o), la actividad y
estabilidad espumante y capacidad de formacion de emulsion
(hasta un 48 oo en la menor concentracién del reactivo) (tabla )
(El-Adawy, 2000).

Las investigaciones mencionadas demuestran que el reactivo
empleado, asi como su concentracién, tienen un efecto favora-
ble en las propiedades funcionales y nutricionales. Pero un ex-
cedido grado de modificacion de los residuos de aminoacidos
puede causar una disminucion de las propiedades deseadas.

2.3. Método de glicosilacion

Estamodificacién también es conocidacomo glicacion. Elmétodo
es considerado de grado alimenticio porque usualmente no se
requiere incorporar reactivos quimicos diferentes a los azticares

(Nikbakht-Nasrabadi et al, 2021). La reaccion consiste en la con-
jugacion de un azicar reductor que genera un enlace covalente
con un grupo amino libre, ya sea de un aminoacido, un péptido
o una proteina, mediante un calentamiento controlado en pre-
sencia de agua (figura 2) (Nikbakht-Nasrabadi et al, 2021).

La glucosilacién es una de las técnicas de modificacion qui-
mica mas empleada (por su grado alimentario), en especial con la
proteina de soya. Esto es porque esta proteina es una de las fuen-
tes comerciales de leguminosas mas exploradas y empleadas
alrededor del mundo. En la glucosilacion de proteina de soya con
glucosa se haobservado que al incrementarel tiempo de lareac-
cion se genera un desplegamiento de la proteina. Lo anterior
resulta en un cambio de estructura secundaria, debido a que se
afectan lasinteracciones de puentes de hidrégeno que estabilizan
las a-hélice, y a su vez produce un reacomodo de la estructura
secundaria de laminas B, giros B, disminucion de a-hélice de
26.34 % a15.53 %,y un aumento de espiralesal azar de 15.45 %
hasta 28.36 oo (Li et al., 2019).

Es importante considerar que el despliegue de una parte de
la cadena peptidica le permite una mayor flexibilidad para aco-
modarse en las interfaces de espumas o emulsiones. Lo anterior
es la principal justificacion para los cambios en las propiedades
tecno-funcionales que se observaron en el estudio de Li et al.
(2019); en el caso de la capacidad y estabilidad espumante, se
observé un incremento de 44.9 % a 55.8 % y de 42 a 67 %o,
respectivamente; ademas, aumento un 74 %o de laactividad emul-
gentey un 118 %% de la estabilidad espumante (tablal). En el estu-
dio de Fu et al. (2021) de glucosilacion de la proteina de soya con
lactosa se reportd un cambio en el arreglo estructural de la
cadena peptidica; lo que dio como resultado una disminucion de
las a-hélice de 11.65 90 2 9.9 % y laminas B pasando de 39.16 %%
a32.41 %, mientras que se incrementaron las espirales al azar
de 37.65 % 239.89 % y los giros B de 11.52 0/ a2 17.70 %. Ambas
investigaciones demuestran que la glucosilacion en proteina de
soya produce laaperturatanto de lasa-hélice como de laslaminas
B, lo que causa un aumento en la flexibilidad y la exposicion de
los grupos sulfhidrilo y de los residuos de aminoacidos hidro-
fobicos que de forma nativa se encuentran en el interior de la
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cadena peptidica; como consecuencia, se puede producir el des-
acoplamiento de las subunidades de las globulinas caracteristi-
casde lasleguminosas.

Fu et al. (2021) reportaron que los cambios en la flexibilidad
dela proteina se relacionan con unincremento de un 128 o/ de la
actividad emulgente con 2 mg de proteina de soya/mL de solu-
ciony un 258 %% en laactividad espumante a una concentracion
de 10 mg de proteina de soya/mL de solucién; asi como un incre-
mento del 70 %% en la estabilidad emulgentey 58 o/ para la esta-
bilidad de la espuma (tablal).

Es preciso sefialar que el grado de modificacion dependera
del peso molecular y el tipo de azucar reductor empleado en
esta reaccion. Como se demostro en la investigacion de Liu et al.
(2021) sobre lasolubilidad de la proteina de soya (tabla 1) gluco-
silada con distintos azucares (D-alulosa, glucosay fructosa), don-
de tanto el tipo de aziicar como el pH la afectaron. Es por ello que
en pH neutro la proteina de soya glucosilada con fructosa presen-
to lamayorsolubilidad, mientras que en pH alcalino la D-alulosa
favorecid la solubilizacion. Los azlcares que presenten una mayor
masa molecular incrementan el impedimento estérico, lo que
disminuye su grado de glucosilacién de las proteinas.

Estos estudios (Fu et al,, 2021; Liu et al, 2021; Li et al., 2019)
demuestran las posibilidades de investigacion donde se utilicen
otros azlicares como dextrinas o galactomananos paravalorar su
efecto no solo en propiedades de superficie, sino en otras como
laformacion de geles, la incorporacion de sustancias relacionadas
con el sabor o el aroma e incluso el mejoramiento de la estabili-
dad de compuestos bioactivos o probidticos.

2.4. Cambio de pH

Desde hace décadas, se ha reportado que el cambio de pH del
medio afecta la solubilizacion de las proteinas, debido a cambios
enlacarganeta, lo cual puede modificarlaestructuray lasinterac-
ciones proteina-proteina y proteina-medio. En condiciones de
pH extremadamente basicos y acidos, las proteinas son desnatu-
ralizadas al grado de exponer sus grupos sulfhidrilo y cadenas
hidrofébicas. Entre los reactivos empleados para alcanzar los pH
basicos se encuentran la urea, NaOH y NH OH. También se pueden

realizar modificaciones en condiciones acidas con el uso de acido
clorhidrico. Estas modificaciones pueden ser utilizadas direc-
tamente en la proteina final o como un pretratamiento, debido
aqueincrementalasolubilidad en ciertas condiciones o promue-
ve la precipitacion (Nikbakht-Nasrabadi et al,, 2021). El efecto
que puede presentar sobre la cadena peptidica depende de las
caracteristicas de cada proteina (composicién, carga neta, punto
isoeléctrico, entre otros) y del rango de pH utilizado.

Un estudio realizado por Tan et al. (2021), donde la proteina
de soya es modificada por pH y la aplicacion de presiones hidros-
taticas, reveld cdmo los cambios de pH tienen un efecto sobre la
estructura secundaria de la proteina. Se demostrd que, conforme
seacercan a un pH neutro, las estructuras a-hélice tienden a dis-
minuir (en cada condicién se presento: pH 3 de 18.84 9% 219.02 %,
pH 7 de 17.50 %0 a 17.64 %, pH 11 de 18.85 % a 21.20 %), |as
laminas B se incrementan (en pH 3 de 35.64 %% a 36.65 %o, pH 7
de 37.88 9% a38.99 %, pH 11 de 32.37 % a35.57 %) y las espirales
al azar disminuyen (pH 3 27.86 % a 28.18 0/, pH 7 26.45 % a
27.26 %0, pH 11 de 27.69 % a28.99 %). Este cambio en la estructu-
ra secundaria esimportante porque una menor cantidad de lami-
nas By un mayor contenido de girosalphay espiralesal azar hacen
que la proteina sea mas flexible, lo que favorece sus propieda-
desde superficie (formacion de espumasy emulsiones) (tabla )
(Tan et al, 2021).

Ademas, se ha demostrado que el cambio de pH durante el
procesamiento de una proteina afecta sus propiedades tecno-
funcionales. En la investigacion de Li et al. (2020), al someter a
distintos pH la proteina por un periodo de una hora y posterior
neutralizacion, se observaron cambios en la solubilidad (en con-
trol 79.39 %, de pH 2 212 de 32.88 0% 2 89.87 9/0), en el tamafio de
particula (control 15.77 %o, de pH 2 2 12 de 13.90 %0 2 19.54 %)
y la hidrofobicidad de superficie (control 550 nm, de pH 2 a
12 de 300 a 2000 nm). En dicho estudio se reafirma que la me-
nor solubilidad se presenta cuando las estructuras proteicas son
mas compactas y ordenadas, con cambios en el contenido de
a-hélice (control 15.77 %, de pH 2 a 12 de 13.90 %0 2 19.54 %)
yen lapresencia de espiralesal azar (control 40 o0, de pH2a12 de
39.28 %% a 40.84 /). Dichos cambios afectan la disponibilidad
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de los grupos sulfhidrilo y de las regiones hidrofdbicas de Ia
proteina. Este estudio evidencid que el uso del pH como trata-
miento es una alternativa sencillay accesible para modificar las
propiedades tecno-funcionales. Porloanterior, se sugiere analizar
el efecto del tiempo, el tipoy la concentracion de los reactivos en
la conformacion proteica, asi como considerar investigar la opti-
mizacion de los procesos para obtener la propiedad deseaday de-
terminar cdmo estos cambios se relacionan con su digestibilidad.

2.5. Otros métodos quimicos de modificaciéon

2.5.1. Tiolacién

Para realizar |a tiolacion se emplean el anhidrido S-acetilmer-
captosuccinico (S-AMSA) o el N-acetilhomocisteina (N-AHTL).
Durante esta reaccion se generan un grupo sulfhidrilo terminal
y enlaces isopeptidicos (figura 2), también puede promover la
formacion de complejos con otras moléculas, asi como un incre-
mento en laviscosidad del sistema en el que se utilice la proteina.
Estamodificacion requiere pH muy basicoy largos periodos, sien-
do esta la principal razdn por la que existen pocos estudios sobre
suuso (Gaonkary McPherson, 2016). Cabe mencionar que, al ser
una de las modificaciones quimicas menos empleadas, no exis-
ten suficientes estudios que sustenten su utilizacion, sin embar-
go, no se han reportado investigaciones que demuestren que
los reactivos empleados o los residuos de su uso durante lamo-
dificacion de proteinas representen un riesgo para la salud. Por
lo tanto, existe la posibilidad de realizar futuros estudios para
utilizar, optimizary descartar este método.

2.5.2. Desamidacion

En la reaccion de desamidacion se busca cambiar a los grupos
amino de los aminoacidos polares sin carga por grupos carboxilo
que incrementan la carga negativa neta de la proteina. Una de las

principales ventajas de esta modificacién es que no se requieren
condiciones extremas ni la adicion de sustancias quimicas. El
método puede clasificarse segun el tipo de tratamiento (acido,
alcalino y tratamiento de resina de intercambio catidnico). Se ha
reportado que ademas de reducir el sabor amargo, esta modi-
ficacion también puede disminuir la alergenicidad de algunas
proteinas, por ejemplo, la de la gliadina en el gluten (Nikbakht-
Nasrabadi et al, 2021).

A pesar de que existen varias investigaciones centradas en
su aplicacion en proteinas de origen animal y otras fuentes
vegetales, son nulos los trabajos enfocados en su uso para la mo-
dificacion de proteinas de leguminosas. Ello demuestra la ne-
cesidad de investigacion en esta area y método para validar la
aplicacion de dicha modificacion en el mejoramiento de las pro-
piedades tecno-funcionales de dichas proteinas.

Las futurasinvestigaciones pueden analizar el efecto que tiene
esta y todas las modificaciones descritas en la biodisponibili-
dad de las proteinas, suactividad bioldgica, calidad nutricional
y digestibilidad. Lainformacion que se genere propiciara una uti-
lizacion mas eficiente de las proteinas de leguminosas para la
formulacion de alimentos.

3. Aplicaciones en alimentos de proteinas de
leguminosas modificadas

La modificacion quimica de las proteinas afecta de manera im-
portante a las propiedades tecno-funcionales, por lo que de la
caracterizacion de estas depende su aplicacion en alimentos.
Existen diversos estudios que describen la aplicacion directa en
alimentos de proteinas modificadas por procesos fisicos como la
sonicacion, tratamientos térmicos, entre otros (Hu et al,, 2019;
Meurer et al, 2020). Sin embargo, existen escasas investigaciones
de proteinas modificadas quimicamente que se apliquen direc-
tamente a la formulacion de una matriz alimentaria.
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Se haaplicado la proteina de chicharo fosforilada para la susti-
tucion de hasta un 20 %% de la goma xantana empleada en la fabri-
cacion de una crema ligera en pastel mousse de mango, en donde
se mostraron propiedades sensoriales semejantes al producto sin
suincorporacion (Liu et al, 2020). Igualmente, se ha estudiado el
uso de proteinas glucosiladas como emulgentes, ejemplo de ello
es la investigacion de aislado de proteina de cacahuate con dex-
trano o con maltodextrina (Lin et al, 2017). También se ha suge-
rido el uso de la proteina de soya glicosilada como sustituto de
grasa en productos lacteos de bajo contenido de lipidos (Liu et al,,
2021). Sin embargo, se debe considerar el realizar estudios donde
se correlacione el grado de modificacion, el tamafio de particulay
cambiosen las propiedades sensoriales en los alimentos.

De igual manera, se hainvestigado el uso de proteinas de | gu-
minosas modificadas quimicamente como material para la en-
capsulacion de compuestos bioactivos. Por ejemplo, la proteina
de garbanzo sometida a acilacion y cationizacion fue empleada
para encapsular acido ascorbico y a-tocoferol. Asi como la mez-
cla de proteina de soya con proteina de garbanzo glicosilada para
la encapsulacion de aceite de maiz (Sharif et al,, 2018). Asimismo,
se ha estudiado la modificacion por pH de la proteina de soya y
su efecto en el (-)-epigalocatequin-3-galato (EGCG, el principal
componente bioactivo del té verde); demostrando que al interac-
cionar con la proteina de soya modificada se mejoro su biodispo-
nibilidad in-vitro (26 o/ de EGCG solo, 27 % con el aislado de pro-
teina, 32 % con el aislado tratado con cambio de pH 2y 37 % con
elaislado tratado con cambio de pH 12) (Yan et al, 2021).

Las posibilidades del uso de las proteinas modificadas de le-
guminosas son diversas, demostrando una buena area de opor-
tunidad para realizar estudios. En futuras investigaciones deben
considerarse las caracteristicas deseadas por los consumidores,
lasustitucion parcial o total de proteinas de origen animal u otro
componente por proteinas modificadas. Esto puede represen-

tar unadisminucién en la cantidad de ingredientes utilizados o el
mejoramiento de las caracteristicas del alimento.

CONCLUSIONES Y
COMENTARIOS FINALES

Las proteinas de leguminosas modificadas son una alternativa
interesante para la formulacion de alimentos al promover sus
propiedades tecno-funcionales. El grado de modificacion depen-
dera de distintos factores como los tiempos de reaccion, pH,
temperatura, concentracién de sustrato o los reactivos emplea-
dos, asi como la especie vegetal. Al modificar estos parametros se
generan cambios estructurales de las fracciones de proteinas en
leguminosas (legimina y vicilina); en estas modificaciones ge-
neralmente se emplean reactivos seguros. Sin embargo, adn
falta realizar estudios sobre modificaciones como la tiolacién y
la desamidacion en torno a su inocuidad y su aplicacion en pro-
teinas de leguminosas para la formulacion de alimentos.

En general, para todos los métodos de modificacion quimica,
son necesarias futuras investigaciones centradas en su aplicacion
directa en productos alimenticios y que describan su efecto en
la digestibilidad, junto con la correlacion de propiedades sen-
sorialesy la configuracion estructural de las proteinas.
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