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RESUMEN

Los frutos secos poseen propiedades benéficas para la salud, por lo que éstos forman parte
de la dieta en humanos; sin embargo, también son un riesgo en consumidores sensibles
a alérgenos proteicos presentes en frutos secos. Por ello, gran parte de la investigacion
sobre las proteinas de los frutos secos se enfoca en determinar alergénicos presentes en
ellos y en generar métodos que simplifiquen su identificacion. De esta manera, las técnicas
proteémicas han sido aplicadas recientemente en este campo de la investigacion en alimen-
tos. Ademas, la proteémica también juega un rol importante en el estudio de frutos secos
almacenados, con la finalidad de preservar las propiedades nutricionales el mayor tiempo
posible. Por tultimo, interesa determinar las posibles diferencias proteémicas en frutos de
una misma especie, ocasionadas por factores ambientales, permitiendo obtener nueva in-
formacion respecto a las proteinas presentes en alimentos benéficos para la salud.

ABSTRACT

Dry fruits, like nuts, possess beneficial properties for health, therefore, they are already
part of the human diet; however, they are also a health risk to consumers sensitive to
peptide allergens present in nuts. Research in nut proteins has mainly focused on deter-
mining nut allergens and in generating methods to simplify their identification. This is
how proteomic techniques have been recently applied in this food research area. Proteo-
mics also plays an important role in the study of stored tree nuts, in order to preserve the
nutritional properties a long period of time, and finally, in the evaluation of differences in
fruits of the same species, caused by environmental factors. Proteomic studies are helpful
in creating and implementing new technological tools and methodological strategies for
gathering information in the proteins of these foods beneficial to health.

INTRODUCCION

En la actualidad, las nueces o frutos secos tienen un lugar importante en

la dieta humana debido a su sabor, textura y, principalmente, a las propie-

dades nutricionales que son un beneficio para la salud. Una gran variedad

de arboles generan frutos secos, siendo los mas populares las nueces peca-

neras, avellanas, almendras, pistachos y nuez de castilla, entre otros. Las

nueces pecaneras y de castilla pertenecen a la familia Juglandaceae; en

esta familia se encuentran los arboles de los géneros Juglans y Carya, los

cuales son los mas distribuidos y explotados comercialmente alrededor del

" iy mundo (Aradhya, Potter, Gao & Simon, 2007). Otros frutos secos que son
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Aceptado: 14 de octubre de 2013 de interés economico en el mundo son las almendras, que pertenecen a la

Salabras familia de las Rosaceae, siendo el género Prunus el mas importante, estando

alabras clave: . . . .

Proteémica: frutos secos: alergénicos: alma- soélo por debajo de las nueces pecaneras en producciéon mundial en el 2010

cenaje; ambiente. (Costa, Mafra, Carrapatoso & Oliviera, 2012). Dentro de la familia Betula-

ceae, la avellana, del género Corylus, es el mas importante comercialmente

(Kafkas & Dogan, 2009), mientras que los pistachos de la familia Anacardia-
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Estos frutos son parte de la dieta basica, ya que
proporcionan altos niveles de energia, y cada especie
de fruto varia en la composicién nutricional, los cua-
les pueden contener proteinas vegetales, acidos mono
y poliinsaturados, fibra dietética, vitaminas, folato,
polifenoles, magnesio, cobre, selenio y potasio, entre
otras propiedades nutrimentales (O’Neil, Keast, Fulgo-
ni & Nicklas, 2010).

Los frutos secos anteriormente mencionados son
considerados un alimento importante en la dieta hu-
mana debido al elevado potencial benéfico de salud
que presentan, siendo nombrados “protectores del co-
razon” (Soetaert, 2003), ademas, aparentemente ayu-
dan en el manejo y prevencion de la diabetes (Ken-
dall, Esfahani, Truan, Srichaikul & Jenkins, 2010), asi
como también ejercen beneficio mediante el control de
peso, por lo que se contintian realizando estudios que
den mayor soporte a estos hallazgos (Mattes & Dreher,
2010). Estos frutos se cultivan y consumen alrededor
del mundo por las propiedades netamente nutriciona-
les, como las que se describen en la tabla 1. En esta
tabla se observa que la nuez pecanera contiene el
mayor porcentaje de lipidos, capacidad de absorcion
de radicales libres de oxigeno (ORAC), fenoles y fla-
vonoides, mientras las almendras contienen el mayor
porcentaje de proteinas, aziicar y fibra y, por ultimo,
los pistachos con mayor cantidad de aminoacidos.
Deduciendo, asi, que la nuez pecanera contiene pro-
piedades nutricionales (acidos grasos en forma de
triglicéridos mayormente poliinsaturados y antioxi-
dantes) de las mas importantes entre los frutos secos
presentes en la tabla 1.

Tabla 1.
Propiedades de frutos secos.

Propiedades Nuez pecanera Almendras
Proteinas (g/100g) 8.3 21.4
Lipidos (g/100g) 69.1 47.0
Azucar (g/100g) 2.8 4.8
Fibra dietética (g/100g) 9.6 12.4
Aminoacidos totales % 33.3 31.2
ORAC (umol)* 179.40 44.54
Fenoles(mg de GAE/g)* 20.16 4.18
Flavonoides (mg) 34.01 15.24

*Capacidad de absorcidn de radicales libres de oxigeno (ORAC).
*Equivalente de acido galico por gramo (GAE).
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Las proteinas juegan un rol importante en la fun-
cién celular y el metabolismo, ademas de formar parte
de la estructura celular, por lo que es posible compa-
rar expresion de proteinas entre grupos y obtener in-
formacion sobre fisiologia, salud o evolucion (Eurich,
Fields & Rice, 2012). Estas pueden estar de forma
simple o en alguna mezcla compleja, ademas, pue-
den modificarse de forma natural o ser manipuladas
por el hombre, con lo que puede resultar en alguna
toxina, alergénico, o lo contrario, en un incremento
en propiedades benéficas, de ahi el interés de anali-
zar y determinar tanto la seguridad como la calidad
nutrimental de proteinas y otros factores presentes
en alimentos cultivados y consumidos por el hombre,
como los frutos secos (Zolla, Rinalducci, Antoniolli &
Righetti, 2008). Por lo tanto, la ciencia se ha enfo-
cado en generar nuevas herramientas tecnolégicas
y metodolégicas que permitan explorar tanto genes,
funciones biolégicas y expresion de proteinas (Eurich
et al., 2012). Esta ultima con la finalidad de analizar
patrones o cambios en ciertas proteinas, ademas de
clasificar y caracterizar la funciéon de estas mismas
(Chen, Velliste, Weinstein, Jarvik & Murphy, 2003).
Entre las herramientas y metodologias se incluyen
la separaciéon de proteinas en geles de poliacrilami-
da tanto de dos dimensiones o de una dimension,
la técnica de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA, por sus siglas en inglés), y la caracterizaciéon
de proteinas mediante digestiéon y espectrometria de
masas, ademas de la exploracién de proteinas uti-
lizando herramientas bioinformaticas, entre otras
(Dhingra, Gupta, Andacht & Fu, 2005).

Avellanas Pistachos Nuez de Castilla

17.3 20.2 14.3

60.6 44.8 64.9
2.9 4.6 2.3
6.5 10.3 6.7

33.5 39.1 34.7

96.45 79.83 135.41

8.35 16.57 15.56

11.96 14.37 2.71
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Determinacion de alergénicos en alimentos mediante protedmica

Sin embargo, a pesar de su propiedades benéficas, los
frutos secos ya mencionados generan reacciones alér-
gicas en consumidores sensibles en todo el mundo,
por lo que la mayoria de las investigaciones de frutos
secos se han enfocado en determinar alergénicos que
afectan a consumidores, ya que éstos provocan aler-
gias en un 2% en adultos y un 8% en nifios en paises
occidentales, segun Shridhar, Sathe, Gradziel & Roux
(2001), mientras Sicherer reporta que en el 2008 fue
de 1.3% en adultos y del 2.1% en nifios, s6lo en Es-
tados Unidos, observando un incremento de alergias
afo con afno (Sicherer, Munoz-Furlong, Godbold &
Sampson, 2010; Shridhar et al., 2001). La comisiéon
de Codex Alimentarius, en 1985, fue la primera en
realizar una lista de alimentos alergénicos, y obligé a
los productores a etiquetar alimentos que los contu-
vieran, colocando entre estos alimentos a los frutos
secos con alergénicos que pudieran provocar reaccio-
nes inmunoloégicas, afectando la salud de consumido-
res (CODEX STAN 1-1985, 1985).

Debido a que el tinico método efectivo de evitar
alergias en consumidores sensibles es no consumir
el alimento que provoca dicha reaccién, se continiian
generando nuevas metodologias que permitan resol-
ver este problema, para lograr la deteccion de tra-
zas minimas de proteinas alergénicas en alimentos
(Costa, Mafra, Kuchta & Oliviera, 2012). Ademas de
la necesidad de crear métodos especificos en la de-
teccion de ciertos alergénicos para evitar falsos po-
sitivos, con lo cual sea posible realizar detecciones
de manera rapida y eficiente (Madesis, Ganopoulos,
Bosmali & Tsaftaris, 2012).

Mediante metodologias proteémicas, como las téc-
nicas de electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes con dodecilsulfato sédi-
co (SDS-PAGE por sus siglas en inglés) y ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), es posible
identificar y obtener marcadores proteicos antigénicos,
como las proteinas de nuez pecanera 7S vicilina, 11S
legiimina y el alergénico I1; este ultimo presente en
altas concentraciones en extractos de proteinas. Ade-
mas, mediante estas técnicas se pudo determinar la
union de la 11S a suero de pacientes sensibles a esta
proteina, y por otra parte se observé que el alergénico
Car i 4 y la proteina albumina 2S del alergénico Car
i 1 comparten regiones con leguminas de otros frutos
secos presentes en alimentos procesados, destacando
la importancia de metodologias proteémicas sobre la
deteccion y selectividad de alergénicos (Polenta, Weber,
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Godefroy-Benrejeb & Abbott, 2011; Sharma et al.,
2011; Ansari, Stoppacher & Baumgartner, 2012).

Mediante la técnica proteémica de Western blot se
determiné que la proteina 11S es la principal aler-
génica de la nuez pecanera (Car i 4), ademas de que
esta presente en la almendra, avellana, pistacho y
nuez de castilla, entre otros, como se muestra en
la tabla 2, donde se observa una identidad (95%) y
semejanza (97%) con el alergénico de nuez de castilla
Jug r 4, seguido de otros frutos. Esta legimina se
produce como un hexamero compuesto de subuni-
dades monoméricas de 50 kDa - 60 kDa, y los fru-
tos secos mencionados poseen gran similitud entre
ellos, no sélo en la secuencia de aminoacidos, sino
también comparten una homologia estructural al
unirse a la IgE, por lo que es importante implemen-
tar metodologias simples y de deteccion en el menor
tiempo posible, ya que esta proteina provoca reac-
ciones alérgicas y se encuentra presente en varios
frutos (Sharma et al., 2011).

Tabla 2.
Comparacion de secuencia de Car i 4 con ofras leguminas 11S.

Fruto WIETED Gt % Identidad % Semejanza  Alérgeno

acceso

Almendra GU059261 54 70 Pru du 6.02
Avellana AF449424 72 82 Cor a9
Pistacho EU410073 58 73 Pis v 2
Nuezide AY692446 95 97 Jugr 4

Castilla

Fuente: Sharma et al., 2011.

Por otra parte, la proteina primaria de almacenaje ade-
nosin monofosfato (AMP) o amandin, que es la principal
alergénica de almendras entre consumidores sensibles,
es facilmente detectada, ya que permanece estable aun
bajo varios tratamientos (tostado, escaldado, auto cla-
ve), mediante la aplicacion de analisis proteémicos se
pueden detectar trazas presentes de esta proteina, en
alimentos compuestos que van de un rango de 0.5 ug
a 3.7 ug (5 ppm - 37 ppm) (Roux, Teuber, Robotham
& Sathe, 2001), siendo la proteina AMP un excelente
marcador para detectar cantidades minimas en alimen-
tos (Ahrens, Venkatachalam, Mistry, Lapsley & Sathe
2005). Mientras tanto, las avellanas contienen el aler-
génico Bet v 1 causante de reacciones alérgicas en el
79% de pacientes sensibles, y pertenecen a la misma
familia del mayor alergénico de avellanas, el Cor a 1,
incrementando asi la respuesta inmune mediada por
las IgE, determinandose mediante SDS-PAGE (Miller

Vol. 23 No. 5 Septiembre-Octubre 2013 5



At

Universidad de Guanajuato

Universitaria |

DIRECCION DE APOYO A LA INVESTIGACION Y AL POSGRADO

et al.,, 2000); sin embargo, otra técnica proteémica
que se utiliza para detectar este alergénico y otros es
mediante digestion de proteinas y posterior analisis
de espectrometria de masas en Tandem, el cual es al-
tamente confiable y especifico, y hace posible deter-
minar alergénicos como el Cor a 8, Cor a 9 y el Cor a
11, o cualquier otra proteina o péptido en alimentos,
abarcando asi un amplio espectro de alergénicos en
un solo analito (Ansari et al., 2012). El asar pistachos
al vapor, entre otros procesos similares, interfiere sig-
nificativamente entre la unién de los principales aler-
génicos Pis V 1, Pis V 2, Pis V3 y 4, con la IgE, al ser
analizados y observados en geles SDS, sin alterar la
calidad, color, sabor y textura de los mismos, siendo
esto una opcién para la comercializacion de este fruto,
disminuyendo en gran medida el riesgo de presentar
alguna reaccion alérgica (Noorbakhsh et al., 2010).

Por otro lado, la proteina similar a la ciclina, deter-
minada por SDS-PAGE, ELISA y espectrometria de ma-
sas, en nueces de Carya illinoinensis, es causante de
reacciones cruzadas (Polenta, Godefroy-Benrejeb, Dela-
haut, Weber & Abbott, 2009); cuando ésta se consume
y/o se encuentra con otra proteina de peso molecular
de 64 kDa, de la familia de la vicilina, provoca reaccio-
nes alergénicas cruzadas que puede ser muy severas
en algunos consumidores sensibles, obteniendo asi,
mediante el uso de estas técnicas, soluciones proteo-
micas para detecciéon y prevenciéon de reacciones entre
proteinas que incrementen el riesgo de dafio en la sa-
lud (Polenta et al., 2011).

Protedmica en frutos secos almacenados

La proteémica se comienza a enfocar en el analisis de
propiedades de alimentos almacenados, con la finalidad
de determinar los cambios bioquimicos y nutriciona-
les que presentan las proteinas, debido al propio pro-
ceso de almacenamiento. Los frutos secos, después
de ser cosechados, se almacenan en condiciones que
eviten la degradacién, cambio fisiolégico, morfologico
y disminucién en la calidad, por lo que es necesario
conocer las variables que generen posibles cambios
en frutos secos una vez almacenados para su poste-
rior venta y consumo. La germinacion en las nueces
pecaneras almacenadas en humedad calida aumenta
un 20% a 27° C y un 55% en humedad fria a 5° C;
asimismo, provoca un cambio en el patrén de protei-
nas solubles tanto en humedad calida como en fria,
ademas incrementa la actividad de la enzima catalasa
en condiciones calidas, modificando las propiedades
proteicas del fruto, incrementando la solubilidad de
las mismas, siendo mas susceptibles a sufrir acciones
proteoliticas (Einali & Sadeghipour, 2007).
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Mientras que la estabilidad de proteinas y lipidos
de Juglans regia, posterior a un almacenamiento de
ocho meses, permanece sin cambio significativo, visto
en patrones de proteinas en SDS-PAGE, aunque se in-
crementan los péptidos solubles; ademas se compro-
bo, que ante diversos métodos de almacenamiento el
recipiente para almacenaje recubierto con aluminio es
el mas efectivo para proteger de la luz tanto a lipidos
como proteinas, evitando la protedlisis y mantenién-
dolas estables por un periodo de hasta ocho meses
(Labuckas, Maestri & Lamarque, 2011). A diferencia
de esto, las proteinas de avellanas se ven afectadas
significativamente, tanto cuantitativa como estructu-
ralmente, dependiendo del tiempo de almacenaje y del
método de extracciéon utilizado, con lo que se pueden
analizar algunos péptidos de interés mediante opti-
mas extracciones de proteinas y tiempo adecuado, ya
que cuando estos frutos se encuentran almacenados
por tiempo prolongado se pierde la capacidad de union
con ciertos antigenos de interés, por lo que entre me-
nor sea el tiempo en almacenamiento, la extraccion
de proteinas sera de mejor calidad (Dooper, Plassen,
Holden, Moen, Namok & Egaas, 2008).

Los frutos secos ya mencionados contienen la en-
zima Tiorredoxina h, la cual activa enzimas protea-
sas tipo serinas, como la tiocalsina, que favorecen
un ambiente intracelular reductor, donde una de las
principales consecuencias es el rompimiento de en-
laces disulfuro, alterando las propiedades de las pro-
teinas. No obstante, la reduccion y solubilizaciéon de
proteinas de nueces Juglans regia en almacenamien-
to no la provoca esta enzima, comprobada mediante
analisis de cambios redox en proteinas de almace-
naje, bajo condiciones de humedad y estratificacion.
Aun mediante analisis proteémico en SDS-PAGE no
se detecta actividad de la enzima tiorredoxina, por lo
que aun se requiere determinar qué provoca cambios
en proteinas de nuez Juglans regia que se encuentran
almacenadas (Shahmoradi, Tamaskani, Sadeghipour
& Abdolzadeh, 2012).

La protedmica también puede utilizarte para imple-
mentar métodos en los cuales se incremente la calidad
nutricional de frutos secos, como los hicieron Mao &
Hua (2012) con proteinas y aminoacidos en distintos
concentrados de proteinas y aislado de proteinas de
nuez Juglans regia, con lo que aumenta la absorcion de
agua y grasa, al igual que la concentracién de aminoa-
cidos esenciales tanto en nifnos como en adultos, re-
basando los estandares recomendados, pudiendo, asi,
generar alimentos enriquecidos de proteinas vegetales
y aminoacidos esenciales mediante la implementacion
de métodos proteémicos (Mao & Hua, 2012).
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Factores externos y protedmica

Se puede analizar, mediante técnicas prote6micas men-
cionadas anteriormente, el proteoma total, enzimas o
metabolitos para clasificar y diferenciar poblaciones de
una misma especie, tanto en animales como plantas,
pudiendo relacionar alguna modificaciéon con el propio
entorno o factor externo que provoque algiin cambio en
el proteoma, con el objeto de entender de mejor manera
el porqué de la diferencia entre la proteémica de una
misma especie, ya sea de animal o planta (Biro, 2007).

La localidad de cultivo ejerce cambios bioquimicos
y proteémicos en arboles Carya illinoinensis, donde se
generan cambios significativos entre la composicion
bioquimica, siendo la humedad de la nuez, ceniza y ta-
ninos las diferencias mas significativas, asi como cam-
bios en niveles de lipidos, azticar soluble y proteinas;
estas ultimas siendo diferentes entre distintos cultivos,
a pesar de ser la misma especie, pero de diversas lo-
calidades dentro de Estados Unidos de América (EUA)
(Venkatachalam et al., 2007). Mientras, en Australia,
existe una evidente diferencia entre los niveles de pro-
teinas de arboles Carya illinoinensis de dos varieda-
des (Wichita y Western), al ser comparados con las
mismas variedades de EUA, utilizando las mismas
técnicas proteémicas, pudiendo deberse esta notable
diferencia al clima, a la localidad de cultivo y a las di-
ferentes practicas agricolas entre huertos (Wakeling,
Mason, D'Arcy & Caffin, 2001).

Las proteinas son blanco de ataques de oxidan-
tes, por lo que la coloracién de diferentes extractos de
nuez Carya illinoinensis se puede asociar a una alta
variacion en la cantidad de antioxidantes y, a su vez,
al color de la nuez y a cambios en patrones de protei-
nas. Tal variacion dependera de las distintas localida-
des de siembra y recoleccion, fecha de cosecha, varia-
cién climatica y la cantidad de huertos, pudiendo asi
determinar morfolégicamente los probables niveles de
antioxidantes en nueces pecaneras (Pinheiro do Prado,
Monalise Aragao, Fett & Block, 2009).

Los arboles Juglans regia y Juglans nigra pertene-
cen al “nogal comun” de la misma familia, y ambos
generan frutos de la mejor calidad nutricional, sin em-
bargo, aun se requieren nuevos métodos y tecnologia
para lograr el éxito de cruzas hibridas entre éstos; a
diferencia de otros arboles pecaneros que se hibridan
de forma natural para generar frutos de mejor calidad,
éstos dependen del proteoma de ambos, de la ultraes-
tructura celular; ademas que la temperatura y la hu-
medad ejercen cambios en el tiempo de maduracion
y polinizacién entre ambas especies, siendo diferente
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para cada uno, debido a que un arbol es nativo del
Medio Oriente y el otro del este de EUA, por lo tan-
to estas diferencias evitan que se pueda llevar a cabo
una hibridacion de forma natural, denotando la im-
portancia de realizar diferentes analisis, entre los que
destacarian los protedmicos (Abadia Bayona & Mon-
tafies Garcia, 1984; Calzoni, Speranza, Caramiello,
Piccone & Zannini, 1990).

CONCLUSION

Aun se contintan implementando nuevas técnicas
para la deteccion de trazas de proteinas alergénicas
en alimentos comercializados. Actualmente se han
generado marcadores moleculares para la deteccion
de alergénicos, obtenidos mediante analisis del DNA
(Deoxyribonucleic acid, por sus siglas en inglés) en
frutos, no obstante, atin existe debate por obtener y
determinar el marcador molecular mas 6ptimo para
deteccion de alergénicos, ya sea una proteina o alguna
molécula de DNA, con el propésito de utilizarse para
analisis de rutina en la detecciéon de alergénicos en ali-
mentos. En anos recientes se han duplicado los esfuer-
zos tanto cientificos, toxicolégicos y manufactureros
por disminuir los alergénicos en alimentos procesados,
sin alterar la calidad de frutos secos. Debido a que la
Unica manera de evitar problemas de salud en consu-
midores sensibles es evitar ingerir ciertas proteinas o
trazas alergénicas, se siguen generando diferentes me-
todologias y herramientas para detectar estas trazas, lo
cual ha incrementado el interés en esta area.

También es necesario evitar la degradaciéon o mo-
dificacion de propiedades cualitativas en frutos se-
cos, por lo que es importante continuar modificando
metodologias o herramientas que permitan mantener
las mejores condiciones ambientales y nutrimentales
para mantener huertos mas productivos, ademas de
evitar la pérdida de propiedades benéficas de frutos
almacenados, por el tiempo mas prolongado posible,
evitando asi la degradacion de nutrientes esenciales.

Los nutrientes y la variabilidad proteémica de granos
secos de una misma especie dependera tanto de factores
genéticos, ambientales, como la regién de cultivo, del
método, de las condiciones climaticas que pueden va-
riar en ciertas temporadas de cosecha y de la madurez
del fruto. Es necesario continuar con la implementa-
cion de nuevas herramientas y metodologias proteo-
micas para determinar como es que factores externos
afectan las caracteristicas proteicas y, a su vez, la ca-
lidad de frutos de una misma especie (Yada, Lapsley
& Huang, 2011).
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