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Area de la seccién transversal de cada cabeza hidrofilica a nivel de la
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Fp Factor de dilucién

FI Fase inferior

FP Factor de Perrin

FS Fase superior
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Abstract

ABSTRACT

In this thesis, a non-destructive detoxification process of soybean flour was
proposed. The novel methodology would allow to extract two of its main antinutritional
factors, protease inhibitors and indigestible oligosaccharides, preserving the nutritional
quality and bioactive properties of the treated material. The possibility of simultaneously
recovering soy isoflavones as another by-product of the process, together with the
antinutrients was also evaluated. Aqueous micellar systems formed by ethoxylated aliphatic
alcohols Genapol X-080 (GX), Tergitol 15-S-7 (Tg7) and Tergitol 15-S-9 (Tg9), all of them

non-toxic and biodegradable surfactants, were assessed as potential extractants.

As a starting point, the proposed micellar systems were characterized physico-
chemically. The parameters and behavior patterns derived from their supramolecular
organization, such as the critical micellar concentration (CMC), micellar size, morphology
and the phase diagrams were determined since they are related to the tensoactive property,
the hydrodynamic behavior and the solubilizing capacity of the systems. The CMC values
were in the order of 10-3% m/m, thus evidencing the formation of micelles and therefore,
extractive properties at concentrations much lower than those corresponding to other
ethoxylated alkylphenolic alcohols. The cloud points of 46, 39 and 61 °C, obtained for GX,
Tg7 and Tg9 aqueous systems (1% m/m) respectively, were sensitive to the presence of
sodium citrate (NaCit 50-200 mM). Decreases around of 10 °C were observed in the
presence of this salt, thus resulting in more adequate conditions for the recovery of labile
molecules. Regard to the micellar size and morphology, it was observed that the assembly
of GX and Tg7 was resolved in more asymmetric and larger micelles (greater mass,
hydrodynamic diameter and aggregation number) than Tg9 one under the same conditions
(1% m/m at 25 °C), this fact confirming the existence of a surfactant structure-micelle

configuration relationship.

The extractive process applied on soybean flour was monitored and evaluated by
quantifying the isoflavones and antinutrients (oligosaccharides of the raffinose family -
RFOs- and trypsin inhibitors) present in the extracts. In addition, protein content and
bioactivity (antioxidant and antihypertensive activities obtained by in-vitro gastrointestinal
simulation system) were evaluated in both the extract and the treated flour. For the
determination of trypsin inhibitors, a continuous methodology, based on the inhibition of
tryptic activity against a specific chromogenic substrate, was developed. The proposed
methodology exhibited several advantages regard to the traditional method thus being

more suitable for monitoring industrial processes. It does not require either clarification or
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reagent controls, it involves a drastic reduction of time and reaction volumes, and allows
expressing the results in the same units as that of traditional method for interlaboratory

comparative purposes.

The three surfactants (GX, Tg7 and Tg9) exhibited good capacity of extracting soy
isoflavones when compared with other surfactants and even in relation to traditional
organic solvents, the GX showing the best performance. An adequate experimental design,
applied in a simple matrix, and its rigorous statistical analysis allowed to identify and
optimize the variables that affect the extracting process (GX 11% m/m, pH 4.5, temperature
54 °C and time 60 min). An extrapolation of these conditions on the soybean flour, led to
recover an isoflavone amount three times higher than that achieved by methanol, under

identical conditions.

Regard to the antinutrients extraction, a Box-Behnken type design with application
of the Derringer desirability function was used to determine the optimum conditions that
simultaneously maximized the trypsin inhibitors and isoflavone extraction, and minimized
the protein extraction. The optimum condition of 5% m/m of surfactant in 50 mM aqueous

sodium citrate solution pH 4.5, at 45 °C for 45 min, was established for the three surfactants.

By applying the previously optimized conditions, a detoxification process was
designed and carried out. The methodology consists of a first extractive stage with micellar
systems, applied to soybean flour for 45 min at 45 °C, followed by phase separation of the
extracts by incubation at temperatures above the corresponding cloud points for 15 min.
The classic acidic method of obtaining soybean protein concentrate was carried out as a
reference for comparative purposes. Different amounts of isoflavones were extracted when
applied the proposed process with the three micellar systems, however, in all the cases the
recovery was higher (34-55%) than that obtained with the classic methodology. For GX, the
total extracted isoflavones were around 1,581 mg/g of flour, while for Tg7 and Tg9, 1,363
mg/g and 1,067 mg/g were obtained respectively. Although GX was more efficient than
tergitols in the total amount extracted of isoflavones, the yields obtained in the micellar
phase, after the second stage (phase separation), were similar for the three surfactants and
close to 60-64%. With respect to the extraction of non-digestible oligosaccharides, no
significant differences were observed among the three micellar systems, all of them
showing a better performance than the classical methodology by extracting between 26-
35% more of these sugars. After phase separation, 79-85% of these antinutrients was

recovered in the aqueous phase, thus being separated from the isoflavones.
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Finally, after the extraction with micellar systems, soy protein concentrates with
more than 50% protein content and a reduced trypsin inhibition activity of approximately
90% were obtained. The quality indicators of these concentrates were like those obtained
by the classic methodology. The in-vitro gastrointestinal simulation generated comparable
antioxidant and antihypertensive activities. This allows affirming that the extraction with
aqueous micellar systems is an interesting alternative for both detoxification of soy
derivatives (such as flours/grits) and production of protein concentrates. On one hand, the
proposed methodology is superior to the physical processes of destructive detoxification,
since it allows both the recovery of valuable trypsin inhibitors in their native state,
potentially applicable in oncological diseases, and the reduction of RFOs in the final product,
thus overcoming the fails of classic roasting approach. On the other hand, this proposal
surpasses the classic concentrate production with a greater non-destructive elimination of
antinutritional factors and the recovery of higher amounts of isoflavones which are purified

and concentrated as well.
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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se plante6 el desarrollo de un proceso de
detoxificacion no-destructivo de harinas de soja que permitiera extraer dos de sus
principales factores antinutricionales, los inhibidores de proteasas y los oligosacaridos
indigeribles, preservando la calidad nutricional y propiedades bioactivas del material
tratado. Se evalu6 la posibilidad de recuperar simultineamente isoflavonas de soja como
otro subproducto del proceso, junto a los mencionados antinutrientes. Se emplearon, como
potenciales extractantes, sistemas micelares acuosos formados por los alcoholes alifaticos
etoxilados Genapol X-080 (GX), Tergitol 15-S-7 (Tg7) y Tergitol 15-S-9 (Tg9), todos ellos

surfactantes no-téxicos y biodegradables.

Como punto de partida se caracterizaron fisicoquimicamente los sistemas micelares
propuestos determinando parametros y patrones de comportamiento vinculados a su
organizacion supramolecular tales como la concentraciéon micelar critica (CMC), el tamafio
y morfologia micelar y las curvas de coexistencia de fases, ya que estos estan vinculados al
poder tensoactivo, al comportamiento hidrodinamico y a la capacidad solubilizante de los
mencionados sistemas. Los valores de CMC resultaron del orden de 103 % m/m,
evidenciando la formacién de micelas y por ende propiedades extractivas a concentraciones
muy inferiores a aquellas correspondientes a otros alcoholes etoxilados alquilfendlicos. Los
puntos de turbidez de 46, 39 y 61 °C, obtenidos para sistemas acuosos al 1 % m/m de GX,
Tg7 y Tg9 respectivamente, se mostraron sensibles a la presencia de citrato de sodio (NaCit
50-200 mM) descendiendo alrededor de 10 °C y mejorando las condiciones para la
recuperacién de moléculas labiles. En relacion con el tamafio y morfologia micelar,
analizando en forma comparativa los sistemas, se observé que el ensamblado de GX y Tg7
se resolvid en micelas mas asimétricas y de mayor tamafio (mayores masa, diametro
hidrodindmico y nimero de agregacién) que el Tg9 bajo las mismas condiciones (1 % m/m
a 25 °C) pudiendo establecerse vinculos entre sus caracteristicas estructurales y la

configuracion adoptada.

El seguimiento y valoracién del proceso extractivo aplicado sobre harina de soja se
realiz6 cuantificando las isoflavonas y los antinutrientes (oligosacaridos de la familia de la
rafinosa -RFOs- e inhibidores de tripsina) extraidos y evaluando en paralelo en dicho
extracto y en el material tratado, el contenido y bioactividad proteicos (actividades
antioxidante y antihipertensiva obtenidas en un sistema de simulacién gastrointestinal in-
vitro). Particularmente, para la determinacion de los inhibidores de tripsina, se desarrollé

una metodologia continua, basada en la inhibiciéon de la actividad triptica frente a un
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sustrato cromogénico especifico, con ventajas comparativas que la hacen mas adecuada
para el seguimiento de procesos industriales que el método tradicionalmente utilizado. La
misma no requiere de clarificaciéon ni elaboraciéon de blancos de reactivos, implica una
drastica reduccion del tiempo y volimenes de reaccién, y permite expresar sus resultados

en las mismas unidades que el método tradicional a los fines comparativos interlaboratorio.

Se demostré que los tres surfactantes ensayados exhiben buenas cualidades
extractivas de isoflavonas de soja en comparacién a otros tensoactivos e inclusive en
relacién a solventes organicos tradicionales, destacandose el desempefio del GX.
Preliminarmente, mediante un adecuado disefio experimental y su riguroso analisis con las
herramientas estadisticas correctas, desarrollado sobre una matriz mas simple, se logré
identificar y optimizar las variables que afectan al proceso (GX 11 % m/m, pH 4,5;
temperatura 54°C y tiempo 60 min). Una extrapolaciéon de dichas condiciones, permitié
recuperar a partir de harina de soja una cantidad de isoflavonas tres veces superior a la

lograda por metanol, bajo idénticas condiciones.

Enrelacion ala extraccion de los antinutrientes, un disefo del tipo Box-Behnken con
aplicacion de la funciéon deseabilidad de Derringer fue utilizado para determinar las
condiciones 6ptimas que conjuntamente maximizan la extraccién de los inhibidores de
tripsina y de isoflavonas, y minimizan la extraccién de material proteico nutricional. Se
establecid, entonces, la condicién dptima de 5% m/m de surfactante en solucién acuosa de
citrato de sodio 50 mM pH 4,5, a 45 °C durante 45 min, comun a los tres surfactantes

empleados.

Aplicando las condiciones optimizadas precedentemente, se disefi6 y llevd a cabo un
proceso de detoxificaciéon consistente en una primera etapa extractiva con sistemas
micelares, aplicada sobre harina de soja durante 45 min a 45 °C, seguida de la separacion de
fases del extracto por incubacion a temperaturas por encima de los correspondientes
puntos de turbidez por 15 min. Paralelamente, como referencia, se utilizé el método acido
clasico de produccion de concentrado proteico de soja. A partir del proceso propuesto se
extrajeron diferentes cantidades de isoflavonas seguin el sistema micelar aplicado, pero
siempre superiores (34 - 55%) a lo obtenido con la metodologia clasica de concentrado.
Para GX las isoflavonas totales extraidas rondaron 1,581 mg/g de harina, mientras que con
Tg7 y Tg9 se lograron 1,363 mg/g y 1,067 mg/g respectivamente. Si bien GX fue mas
eficiente que los tergitoles en la cantidad total extraida de isoflavonas, los rendimientos
alcanzados en la fase micelar, luego de la segunda etapa de separacidn de fases, fueron

similares para los tres surfactantes y proximos al 60 - 64%. Con respecto a los
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oligosacaridos no-digeribles, ningtin sistema micelar se diferencié de los otros, pero todos
fueron mejores que la metodologia clasica, extrayendo entre 26 - 35% mas de estos
azucares. Luego de la separacion de fases, el 79-85 % de este antinutriente fue recuperado

en la fase acuosa, separandose de las isoflavonas.

Finalmente, luego de la extraccion con sistemas micelares se obtuvieron
concentrados proteicos de soja con mas de 50% de proteina y una actividad de inhibicion
de tripsina reducida en aproximadamente un 90%, valores similares a los obtenidos en el
concentrado clasico. La simulacién gastrointestinal in-vitro de estos productos generé
actividades antioxidante y antihipertensiva comparables. Esto permite afirmar que los
procesos con sistemas micelares acuosos son una interesante alternativa de detoxificacion
de derivados de soja, tales como las harinas/sémolas, y de produccién de concentrados
proteicos. La metodologia propuesta, por un lado, es superadora de los procesos fisicos de
detoxificacion destructivos, al permitir simultaneamente tanto la recuperacion de
inhibidores de tripsina en su estado nativo, los cuales son valorados como alternativas
terapéuticas en dolencias graves como las oncolégicas, asi como la reduccién en el producto
final de otros factores antinutricionales, los RFOs, que enfoques clasicos como el tostado, no
consiguen eliminar. Por otro lado, esta propuesta aventaja al concentrado clasico con una
mayor eliminacién no-destructiva de factores antinutricionales, asi como la recuperacién

de mayor cantidad de isoflavonas y una purificacién y concentracién de las mismas.

XVII












“Otras especies animales también

son curiosas, pero la posibilidad de
preguntarnos «épor qué?» es exclusivamente
humana.”

Mario Livio






CAPITULO 1- Estado del arte

1.1. SOJA

La soja [Glycine max (L.) Merrill] es uno de los cultivos mas antiguos del Lejano
Oriente, proporcionando la mayor parte de las proteinas y grasas en la dieta de sus
habitantes. En la actualidad esta leguminosa y sus subproductos son considerados como
una de las fuentes alternativas de proteina de uso mas difundido en el mundo para consumo
animal y humano (35-40%). Su proteina proporciona la mayoria de los aminoacidos
necesarios para la nutricion humana [1]. El conocimiento reciente de las propiedades
nutricionales y funcionales ha aumentado considerablemente el interés y el consumo de la
semilla y sus derivados en el mundo occidental. El consumidor actual busca productos mas
nutritivos y saludables, siendo conscientes de las consecuencias de la eleccién de alimentos
y estilos de vida. Los productos a base de soja contienen fitoquimicos como isoflavonas,
saponinas, fitoesteroles y péptidos bioactivos que promueven la salud [2]. Todo esto,
sumado a su condicion de ser la segunda mayor fuente de aceite vegetal en todo el mundo
(después del aceite de palma), con una produccién mundial de 320 millones de toneladas

métricas por afio [3,4], y a la utilizaciéon de su aceite como fuente de energia renovable
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(biodiesel), ha convertido al cultivo de esta leguminosa en la actividad econémica de mayor
importancia del sector agropecuario argentino, siendo la provincia de Santa Fe el principal

polo exportador tanto del grano como de sus subproductos [4,5].

1.1.1. Lasemilla sagrada

La semilla de soja (Fig. 1.1) esta formada por un embrion, recubierto por una fina
cascara o tegumento, que esta constituido por un eje embrionario y dos cotiledones
conformados por células alargadas llenas de “cuerpos proteicos” esféricos y numerosos
“esferosomas” de aceite. Una porcion de 100 g de soja contiene aproximadamente 36,5 g de
proteinas y 20 g de lipidos. Tanto las proteinas como el aceite que se obtienen de ella tienen
gran demanda debido a sus diversos usos potenciales, ya sea a nivel industrial como parala
alimentacién animal y del hombre. Tal es asi que, actualmente, representa el cultivo del cual
el hombre obtiene la mayor cantidad de productos derivados, con multiples aplicaciones

para su vida y el medio donde se desenvuelve [5].

Figura 1.1. Porotos de Glycine max (L.) Merrill obtenidos localmente.

La soja, originaria del norte y centro de China, ha sido y contintia siendo un alimento
milenario de los pueblos de Oriente. Hacia el afio 3000 A.C. los chinos ya la consideraban
una de las cinco semillas sagradas junto con el arroz, el trigo, la cebada y el mijo. En la India
se promociond su consumo a partir de 1735 y en el continente europeo, particularmente en
Francia, se plantaron las primeras semillas provenientes de China en 1740. Veinticinco afios
mas tarde, en 1765, se introdujo desde China y via Londres en el continente americano, en
Georgia, Estados Unidos. Los japoneses tomaron contacto con este cultivo después de la
guerra chino-japonesa (1894-1895) y comenzaron a importar tortas de aceite de soja para

usarlas como fertilizantes. En la cultura nipona se difundié la idea: "El que tiene soja, posee
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carne, leche y huevo", en referencia directa a las multiples propiedades de la oleo-

leguminosa [5].

Los primeros cultivos de soja en la Argentina se hicieron en 1862, pero en aquellos
afios no encontraron eco en los productores agricolas. En 1925 el entonces ministro de
Agricultura, Tomas Le Bretén, introdujo nuevas semillas desde Europa y traté de difundir
su cultivo, conocido en esa época entre los agronomos del Ministerio como “arveja peluda”
0 “soja hispida” [5]. Cincuenta afios atras todavia no se tenia nocion en el pais del potencial
econdmico y nutritivo de esta oleaginosa, y el desconocimiento sobre cdmo lograr una
cosecha exitosa hizo que los fracasos se acumularan, a tal punto que lleg6 a considerarse a
la soja como “cultivo tabi” [5]. La primera exportacién de soja argentina fue el 5 de julio de
1962. El buque Alabama zarpé de Buenos Aires con 6000 toneladas en su interior rumbo al

puerto de Hamburgo, Alemania [5].

El desarrollo de alimentos de segunda generacién como queso de soja, analogos de
carne y postres, durante las tltimas décadas ha impulsado el surgimiento de un importante
mercado alimenticio que aumenta en forma sostenida en el tiempo. Este marcado
crecimiento es debido principalmente a un mayor interés de los consumidores en adquirir
productos naturales y saludables, propiedades éstas que se han atribuido publicamente a
los alimentos a base de soja. De hecho, su alto contenido de proteinas y la abundancia de
vitaminas, minerales y fibra hacen que la soja sea un alimento importante en las dietas
vegetarianas. Puede emplearse en la elaboraciéon de una amplia variedad de alimentos,
incluyendo soja amarilla madura, leche de soja (un sustituto adecuado de la leche de vaca
para personas intolerantes a la lactosa), tofu, queso de soja, yogur de soja, nueces de soja,

edamame, miso y otros [5].

1.1.2. Produccién y mercado

Inicialmente, el mercado primario de soja en el mundo occidental era industrial,
destacandose el requerimiento de su aceite para fabricar plasticos, adhesivos, fibras textiles,
revestimientos de papel y espumas ignifugas. Mas tarde, aumenté la demanda de harina de
soja de alta calidad por su uso en diversos alimentos para animales como las aves de corral
y los cerdos (la harina de soja es el residuo de alta proteina de la extraccion de aceite de
soja). A partir de 1930, comenz6 a surgir el mercado occidental de sustitutos de proteinas
de soja para el consumo humano. Luego, desde los afios "50, y debido a la difusién de la
calidad proteica de la soja y de la viabilidad econémica de su cultivo, el consumo humano
de esta oleo-leguminosa en el mundo occidental se ha venido incrementando en forma

sostenida [5].
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La produccién de granos de soja en el mundo durante los ultimos diez afios ha
crecido un 44%, partiendo de unas 222 y llegando a 320 millones de toneladas, en la
campana 2015/2016 [4]. La soja es uno de los cultivos de bajo volumen de produccion,
frente alos “pesos pesados” como el trigo, el maiz y el arroz que alcanzan, casi 2200 millones
de toneladas. Para saber qué pasa con la soja en el mundo alcanza con mirar lo que ocurre
en cuatro paises: Estados Unidos, Brasil, Argentina y China; los tres primeros como

productores y el gigante asiatico como consumidor [4].

Estados Unidos es actualmente el principal productor mundial de soja, produciendo
el 33% de la cosecha mundial. Brasil y Argentina juntos representan alrededor del 51% de
la produccién mundial. Durante los ultimos afios Estados Unidos, Brasil y Argentina
produjeron siempre mas del 80% de grano de soja a nivel mundial. En un segundo grupo de
productores se encuentran China, Paraguay, India y Canada. Sin embargo, es preciso sefialar
que estos paises mas todos los demds que cultivan soja en el mundo, no alcanzan en

conjunto la produccién de Argentina [4].

Desde los afios 90, en Argentina, el cultivo ha crecido internamente en tal magnitud
que forma parte de la agenda politica, ambiental y econémica de manera preponderante. En
los udltimos diez afios este proceso mantuvo valores de crecimiento para la superficie
sembrada del orden del 30%, y del 51% para la produccién, mientras que para el
rendimiento fue del 18% [4]. Esto muestra que el mayor crecimiento se dio por una
expansion horizontal antes que por una mejora “vertical” (en la eficiencia de produccidn),
lo que implica que se han incorporado nuevas areas al cultivo, seguramente marginales y de
mayor fragilidad, y/o se han desplazado areas destinadas a otros cultivos o producciones.
No sorprende, entonces, que la soja represente el rubro de exportacién de mayor incidencia
en el Producto Bruto Agropecuario del pais y el mayor generador de divisas. Actualmente el
cultivo ocupa una amplia zona ecolégica que se extiende desde los 23 (en el extremo norte
del pais) hasta los 39 grados de latitud Sur, concentrandose principalmente en la Regién
Pampeana, donde representa el 55% de los casi 37 millones de hectareas que se siembran,
seguida muy de lejos por los cultivos de maiz y trigo que en conjunto constituyen el 26%.
Un fenémeno similar ha ocurrido en Brasil, donde sobre unos 65,4 millones de hectareas
cultivables, casi el 50% se destinan a soja [4]. En Estados Unidos sobre unos 108 millones
de hectareas, poco mas del 30% se utilizan para soja, mientras que el 55% son sembradas

con maiz y trigo [4].

La produccion total promedio de Argentina ronda hoy los 60 millones de toneladas

[4]. Nuestro pais se posiciona como el tercer pais productor en el mundo, y como el primero
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en la utilizacién de semilla de soja modificada genéticamente, y en la produccién de aceite y
harina, provenientes de la misma planta. Sin embargo, exporta muchas menos semillas en
proporcion a Estados Unidos y Brasil, dado que se ha privilegiado la industrializacién y lo
que exporta son aceites y harinas, productos de mayor valor agregado [4]. En la campaifia
2016/2017, Argentina continda ostentando el primer lugar como exportador mundial de
aceite con 31,7 millones de toneladas vendidas. En esta campafa, segin el USDA
(Departamento de Agricultura de los Estados Unidos), nuestro pais estaria exportando
cerca de 1,4 millones de toneladas mas que en el ciclo 2015/2016. En este producto,
Argentina supera a Brasil quien despacharia cerca de 15 millones de toneladas de aceite y a
Estados Unidos de América, pais que ocuparia el tercer lugar con 10,8 millones de toneladas.
Lo importante es que nuestro pais crece en esta campafia en toneladas a exportar (las
citadas 1,4 millones) mientras que sus principales competidores (Brasil y USA) se

mantienen en niveles similares a afios anteriores.

En la produccién argentina de soja, Santa Fe es una provincia con relativa seguridad
de cosecha, ya que la superficie sembrada perdida es en promedio inferior al 2%. Es la
tercera provincia en importancia, detras de Buenos Aires y Cérdoba, con el 17,5% de la
superficie sembrada, el 22% de la produccién y un rendimiento promedio de 3200 kg/ha,
por encima de la media nacional (2700 kg/ha) [4]. Por otro lado, es el principal polo
exportador y de industrializacion del grano, a través de sus puertos y de las industrias

establecidas en las riberas del rio Parana.

1.1.3. Productos proteicos de soja

La soja no solo se ha convertido en un alimento cada vez mas popular, sino que
también ha atraido mucho interés por el efecto positivo que su alta ingesta produce en la
salud de las poblaciones asiaticas [6]. Los alimentos a base de soja también contienen una
amplia gama de metabolitos secundarios biolégicamente activos que pueden conferir
bioactividades importantes, en particular un efecto antioxidante [7]. Se ha sugerido que el
consumo de la leguminosa puede reducir el riesgo de enfermedades croénicas, como las
cardiovasculares y el cancer [8], reducir el riesgo de osteoporosis y aliviar los sintomas de
la menopausia [9]. Los fitoquimicos, a los que se pueden atribuir tales actividades, incluyen
saponinas, fitatos, inhibidores de la proteasa, dcidos fendlicos, isoflavonas, lecitina, lectina
y lunasin, destacandose estos ultimos por su potencial anticancerigeno [10-12] y otros

beneficios para la salud [13].

El término "proteinas de soja" se refiere tipicamente a productos de soja secos

procesados y comestibles distintos de las harinas de soja para animales. Las tres
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consideraciones mas importantes en la producciéon de proteina de soja son la funcionalidad
del producto final, la cantidad de oligosacaridos indigeribles (rafinosa y estaquiosa)

presentes y la palatabilidad o sabor del producto. También afecta al uso del producto final

la cantidad de fibra presente.

| Poroto de soja
o

v

CRUSHING: Alimentacion
PRE-LIMPIEZA \ animal (pellet) ;
DESCASCARADO

- I
———9P Cascaras )

QUEBRADO
LAMINADO Combustible
EXPANDIDO \ de calderas

EXTRACCION
CON HEXANO
DESOLVENTIZACION < | P DESTILACION
.’/ \\I / :
{ Copos blancos ) | Aceite crudo |
- .

R l

B / \
4 ™ / Elaboracion de \
MOLIENDA DESGOMADO '\Gomas,)_'\ lecitinas

.

//Aceite crudo \
/" Harina/sémola ) \ desgomado /)
\ desgrasada de soja /f h l -

Elaboraciéon de
SPC o SPI

Elaboracion de
Biodiesel

REFINAMIENTO

Aceite Elaboracion de
comestible margarinas

Elaboracion de
aceites

esterificados y

transesterificados

Figura 1.2. Diagrama de flujo del procesamiento general del poroto de soja en una planta de extraccion
de aceite.

La funcionalidad se refiere a las caracteristicas que afectan el comportamiento de
las proteinas en diversos alimentos durante el procesamiento, la fabricaciéon, el
almacenamiento y la preparacion. Esta propiedad esta determinada por muchos factores,
pero en términos generales esta directamente relacionada con la cantidad de proteinas
solubles presentes. Aunque una proteina que no se solubiliza contiene basicamente los

mismos grupos funcionales que una proteina soluble o "nativa", existe una diferencia en la
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"accesibilidad" de estos grupos reactivos. La hidrataciéon atn es posible en la proteina
insoluble, pero el producto resultante es una suspensién en lugar de una solucién. La grasa
y el aceite también pueden ser absorbidos por la proteina insoluble, pero en menor grado

que el agua.

Los procesos tradicionales para fabricar la mayoria de los productos de proteina de
soja, como harinas y sémolas, concentrados de proteina de soja (SPC) o aislados de proteina
(SPI), comienzan con los mismos pasos iniciales [14]. Como puede verse en la Fig. 1.2, el
tratamiento comienza con la extracciéon del aceite (desgrasado) con hexano (para uso
comestible o produccién de biodiesel) seguida de una desolventizacién y molienda para la
obtencion de las harinas o sémolas proteicas. En general, es importante que los copos se
desolventicen de una manera que minimice la cantidad de coccién o tostado para conservar
un alto contenido de proteina soluble. Para esto se utilizan desolventizadores de vapor o
desolventizadores tipo flash, resultando del proceso copos desgrasados y desolventizados
“blancos” que constituyen el material de partida para la mayoria de los ingredientes

proteicos comerciales.

1.1.3.1. Harina y sémola de soja

Las harinas y sémolas de soja son las formas menos refinadas de producto de
proteina de soja que contienen aproximadamente 40-59 % de proteina, 6-8% de humedad,
y variables cantidades de grasa. Estos productos se obtienen a partir de porotos limpios sin
cascara (para la harina entera, es decir con toda su grasa) o de los copos blancos

descascarillados (para la harina desgrasada).

Para llamarse harina de soja, al menos el 97% del producto debe pasar a través de
un tamiz estandar de 100 mallas [15]. Las sémolas tienen esencialmente la misma

composicidn que la harina, pero una granulacién mas gruesa.

Las harinas de soja (o sémolas) se clasifican de acuerdo con su contenido de lipidos

[15], conociéndose:

e Harina de soja desgrasada, obtenida de copos extraidos con solvente.
contiene menos del 1% de aceite.
e Harina de soja entera (con toda su grasa), hecha de porotos descascarados

sin extraer, contiene aproximadamente 18 a 20% de aceite.

La composicién tipica de estos tipos de harinas de soja se muestra en la Tabla 1.1,
en la que también se agrega la composicion basica del poroto de soja para comparar. Dado

que el contenido de humedad de los productos puede variar durante el almacenamiento, los
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porcentajes de proteina, grasa, fibra y cenizas se expresan en base seca, aunque también se

muestra un nivel tipico de contenido de humedad.

Tabla 1.1. Analisis tipicos de soja y harina de soja.

Producto Proteina Humedad Grasa Fibra Cenizas
Porotos 42,6 11,0 20,0 5,3 5,0
Harina entera 46,6 5,0 22,1 2,1 5,2
Harina desgrasada 59,0 7,0 0,9 2,6 6,4

Valores de proteinas, grasa, fibras y cenizas como % en base; % Proteina = %N 6,25.
Fuente: Technology of Production of Edible Flours and Protein Products from Soy Bean - FAO [15].

Desde el punto de vista nutricional, estas harinas tienen un significativo contenido
proteico y aportan todos los aminoacidos esenciales, pero la presencia de ciertos factores
como: inhibidores de tripsina; lectinas (hemaglutininas); oligosacaridos indigeribles como
rafinosa y estaquiosa; taninos y flavonoides [16] disminuyen su valor nutricional y por lo

tanto su utilizacién masiva.

Figura 1.3. Harinas/semolas de soja blanca (A) y tostada (B), utilizadas en este trabajo.

Las harinas y sémolas de soja comerciales se clasifican ademas segun su indice de
solubilidad en nitrégeno (NSI) o su indice de dispersibilidad de nitré6geno (NDI) [15]. Estos
pardmetros indican el grado de desnaturalizacién de proteinas y, por lo tanto, la intensidad
del tratamiento térmico que se ha aplicado al material de partida, normalmente para
inactivar los factores antinutricionales termolabiles. Las harinas hechas con "copos
blancos" (Fig. 1.3A) tienen valores de NSI de aproximadamente 80%, mientras que las
hechas con copos tostados (Fig. 1.3B) muestran niveles de NSI de 10 a 20%. La
especificacion de un valor especifico de NSI refleja, de hecho, un compromiso entre la

necesidad de mantener las propiedades funcionales de las proteinas de soja y el deseo de
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inactivar factores antinutricionales y eliminar el sabor “a poroto”, segin el uso final del

producto.

1.1.3.2. Concentrados proteicos de soja

Los concentrados comestibles de proteina de soja (SPC) son productos versatiles
relativamente nuevos. Su disponibilidad como productos comerciales es del afio 1959 [15].
En los ultimos afios se han convertido en ingredientes importantes y bien aceptados por
muchas industrias de alimentos. En muchas aplicaciones, simplemente sustituyen a las
harinas de soja y en otras tienen caracteristicas especificas que no pueden ser homologadas

con harinas de soja.

Historicamente la necesidad del desarrollo de concentrados de proteina de soja se
debio principalmente para aumentar la concentracion de proteinas y para mejorar el sabor,
eliminando el sabor “a poroto”, caracteristica organoléptica no deseada que restringe el

consumao.

El SPC se prepara a partir de copos blancos (o harina sin desactivar) al eliminar la
mayoria de los constituyentes solubles no proteicos. Hay tres métodos principales para la
extraccién de estos componentes de una manera selectiva, sin solubilizar las principales
fracciones de proteina [15]. Estos no son diferentes métodos para fabricar el mismo
producto, sino que cada uno produce un tipo diferente de concentrado, con distintas

caracteristicas y usos especificos. Estos métodos se conocen como:

e Lavado con alcohol y agua.
- Lavado acido.

= Desnaturalizacion con calor y lavado con agua.

El segundo método, lavado acido (Fig. 1.4), proporciona un concentrado con mayor
contenido de proteina soluble y con mejores propiedades funcionales [17]. Adicionalmente,
por tratarse basicamente de una extraccién acuosa, resulta especialmente util a los fines
comparativos con otras metodologias de similares caracteristicas. Este proceso se basa en
la dependencia de la solubilidad de proteina con el pH. Considerando que la mayoria de las
proteinas de soja presentan una minima solubilidad en el rango de pHs 4,2 - 4,5 (region
isoeléctrica), es posible extraer los azucares, sin solubilizar la mayoria de las proteinas,
utilizando como disolvente, agua a la que se ha afiadido un 4cido. La harina se mezcla con
agua en una proporcion de aproximadamente 10 a 20:1, y se ajusta el pH alrededor de 4,5
con un acido de grado alimenticio, tipicamente acido clorhidrico. La extraccién se desarrolla

durante aproximadamente 30 a 45 min a unos 40 °C. El residuo sélido hiumedo se seca por
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aspersion para eliminar agua y producir el concentrado proteico que tiene un contenido de
proteina de aproximadamente 65-70%. El rendimiento de este proceso es

aproximadamente 50-95% de proteina disponible.

El producto final de proceso de concentrado proteico es "moderadamente”
funcional debido a una desnaturalizacion proteica parcial por la exposicion acida. Alrededor
del 5 al 10% de los carbohidratos que quedan en los concentrados después de la lixiviacion
son azucares solubles, cenizas y componentes menores, y el resto son polisacaridos
insolubles [17]. El proceso de lavado con acido tiene la ventaja obvia de usar un solvente
no-inflamable, no-explosivo, no-téxico y barato: el agua. Hasta cierto punto, esta también es
la desventaja del proceso ya que la separacion del sélido en el solvente es mas dificil y menos
completa, debido al hecho de que las escamas absorben cantidades considerables de agua y
se hinchan. El extracto liquido que contiene azlcares, minerales, las fracciones de proteina
que son solubles a pH 4,5 y otros componentes solubles se conoce generalmente como
"suero”, en analogia al proceso de fabricacién de queso, y por su alto contenido en proteinas
de suero se lo llama SWP del inglés Soy Whey Protein. A diferencia del suero de queso, sin

embargo, el SWP no tiene ningtin uso actual y debe ser desechado como residuo.

[ Copos/Harina
I/ Agua + acido )—
L

EXTRACCION
ACIDA
v
CENTRIFUGACION
SWP SECADO
A

Copos humedos

. NEUTRALIZACION
(dcidos)

A

t/ Agua + a’lcali\!
e A

Figura 1.4. Diagrama de flujo del proceso productivo de SPC por lavado acido.

Los concentrados de proteina de soja, obtenidos por los diferentes métodos, tienen

aproximadamente la siguiente composicidn, sobre una base libre de humedad:
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Tabla 1.2. Composicidn tipica de SPC.

Componente Composicion (%)
Proteina 70
Carbohidratos insolubles 20

Grasas 1

Cenizas 5-8

Fuente: Technology of Production of Edible Flours and
Protein Products from Soy Bean - FAO [15].

Los SPCs se caracterizan también por la disminucién de su indice de solubilidad de
proteina respecto del material de partida. Sin embargo, es posible aumentar este parametro
mediante un procesamiento extra, como por ejemplo la neutralizaciéon con alcali del
concentrado proveniente de lavado acido. Concentrados hechos por los procesos de calor y
lavado de agua son irreversiblemente desnaturalizados y de color mas oscuro.
Concentrados hechos por lavado con alcohol tienen bajas NSI (10 a 15 %), debido a la

desnaturalizacion de la proteina por la mezcla alcohol-agua.

Los concentrados de proteina de soja son relativamente suaves ya que gran parte
del sabor caracteristico de poroto normalmente se elimina por el proceso de extraccion. Los
oligosacaridos flatulentos presentes en harina de soja también se eliminan eficazmente,
siendo que el contenido de rafinosa y estaquiosa se reduce a valores proximos o inclusive

inferiores al 0,1-0,3% y 0,3-0,05% , respectivamente [17].

El concentrado de proteina de soja normalmente cuesta entre 2 y 2,5 veces mas que
la harina de soja desgrasada. Teniendo en cuenta el contenido proteico relativo de estos dos
productos, el costo por unidad de proteina es de aproximadamente 80% mas alto en el

concentrado, lo que da cuentas del valor que agrega este proceso simple a la materia prima.

Al igual que las harinas de soja, el SPC se utiliza en los productos alimenticios por
sus caracteristicas nutricionales, por sus propiedades funcionales o por ambos.
Nutricionalmente, las caracteristicas atractivas de los concentrados son: su alto contenido
de proteinas, la casi ausencia de factores antinutricionales como inhibidores de tripsina y

otros, la ausencia de azucares flatulentos y el contenido sustancial de fibra dietética.

1.1.3.3. Aislados proteicos de soja
Las aislados proteicos de soja (SPI) son la forma mas concentrada de productos
comercialmente disponibles de proteina de esta semilla. Contienen mas del 90% de

proteina, en base seca.
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Basicamente, la produccién de los SPIs se realiza a partir de soja desgrasada o copos.
Inicialmente, la proteina se solubiliza en agua, separando luego la solucién del residuo
solido. Finalmente, la proteina se precipita de la solucién por acidificacion, se separa y se
seca. En la produccién de SPI para uso alimentario, a diferencia del SPI para uso industrial,
se tiene cuidado de minimizar la modificacién quimica de las proteinas durante el

procesamiento.

Al tratarse de una proteina casi pura, el aislado proteico presenta menores niveles
de olores desagradables, sabor, color y factores antinutricionales que los SPCs y sobre todo
que las harinas/sémolas. Ademas, la alta concentracién de proteinas proporciona la maxima

flexibilidad de formulacién cuando se incorporan en productos alimenticios.

A pesar de las muchas ventajas del SP], el proceso productivo es muy costoso y sélo
se recupera entre un 33-50% de las proteinas iniciales en el proceso [17]. Sumado a esto, la
exposicion de las proteinas a 4cidos y alcalis produce una parcial desnaturalizacion, sumada
al alto contenido salino residual en el producto. Este ultimo problema se soluciona
aplicando un desalinizado con membranas, proceso que aumenta ain mas el costo

productivo.

El precio de SPI es de cinco a siete veces mayor que el de la harina de soja
desgrasada. Sobre una base de peso de proteina igual, la relacién de costo de estos dos

productos es casi 3:1.

1.1.4. Proteina de soja: propiedades nutricionales y biofuncionales

La proteina dietaria es una fuente importante de energia (4 kcal/g de proteina) y
aminoacidos esenciales, que son necesarios para el crecimiento y el mantenimiento de
funciones fisiolégicas como la reparacion de tejidos y la sefializacion celular. La soja
contiene aproximadamente 40% de material proteico, considerandose como una proteina
“completa”, ya que provee todos los aminoacidos esenciales para la nutricion humana, tales
como lisina y metionina. De acuerdo al método de evaluacion de calidad proteica PDCAAS
(del inglés “The Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score”) la proteina de soja
presenta un valor biologico de 0,96, que es comparable con el de la carne vacuna (0,92) y la
leche (1,0), e indica una alta satisfaccion de los requerimientos aminoacidicos humanos
[15]. En base a esto, la calidad nutricional de los subproductos de soja se vincula
directamente con el contenido porcentual de proteina, su composiciéon aminoacidica y su
bajo contenido de antinutrientes (compuestos con efectos fisioldgicos adversos para la

digestiéon y absorcion de nutrientes). Se utilizan como indicadores de estas propiedades
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ciertos parametros como el contenido de proteina soluble, el indice de polidispersibilidad y

el contenido de antinutrientes (inhibidor de tripsina, rafinosa) [18,19].

Luego de la ingesta, las proteinas se descomponen durante la digestion en péptidos
debido a la accidn de enzimas endogenas del sistema gastrointestinal. Estos péptidos son
inactivos dentro de la secuencia de la proteina original, pero después de que se liberan por
hidrélisis enzimatica, ejercen diversas funciones fisioldgicas. Investigaciones recientes han
demostrado que los péptidos de diferentes fuentes, tales como productos lacteos, plantas,
animales y mariscos tienen una amplia gama de bioactividades, por ejemplo, capacidad
antimicrobiana [20], inmunomoduladora [21], antihipertensiva [22], antioxidante [23],
entre otras. Los péptidos bioactivos también pueden ser producidos por enzimas exdgenas
comerciales [24]. El mayor nimero de péptidos bioactivos aislados hasta la fecha proviene
de las proteinas de la leche. Sin embargo, la soja es una fuente alternativa importante de

estos compuestos bioactivos [25,26].

El interés en el consumo de productos de soja aumentd considerablemente desde
que la Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA) difundié que “25
g de proteina de soja al dia, como parte de una dieta baja en grasas saturadas y colesterol
podria reducir el riesgo de dolencias cardiacas” [27-31]. Ademas de la prevencién de las
enfermedades cardiovasculares, diferentes estudios han demostrado que el consumo de
proteina de soja tiene varios otros efectos positivos sobre la salud que incluyen actividad
antioxidante [32-34], antihipertensiva [35-38], reduccidn del nivel de colesterol [31,39,40]
y de grasa corporal [41], prevencion de la osteoporosis [42] y reduccion de la incidencia de

cancer de estomago [43], colorrectal [44] y mamario [45-47].

Entre las mencionadas bioactividades, la capacidad antioxidante se considera entre
las mas importantes. Los procesos oxidativos tienen efectos perjudiciales en la salud
humana y la calidad de los alimentos. En el cuerpo, los oxidantes causan dafio de las
membranas lipidicas, las proteinas estructurales y el ADN, lo que conduce a enfermedades
degenerativas como el cancer, la disminuciéon del sistema inmunitario, enfermedades
cardiovasculares y el proceso de envejecimiento [48]. En los alimentos, la oxidacién de los
lipidos, que es catalizada por el calor, la luz, las enzimas o los metales, conduce a malos
sabores y olores que afectan negativamente la funcién y la calidad nutricional de los
alimentos. Ademas, esta calidad se degrada atin mads por la cooxidaciéon de proteinas y
vitaminas [49]. Debido a los riesgos potenciales que presentan los antioxidantes sintéticos
para la salud (por ejemplo, hidroxianisol butilado -BHA, hidroxitolueno butilado -BHT,

galato de propilo -PG y butilhidroquinona terciaria -TBHQ), el empleo de antioxidantes
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naturales ha ganado un creciente interés [50]. Se ha informado que los péptidos exhiben
actividad antioxidante debido a sus propiedades para eliminar radicales libres, donar

electrones y/o quelar metales [48].

Por otro lado, la capacidad antihipertensiva es una bioactividad que se busca con
especial interés entre los compuestos presentes en los alimentos. La hipertensién se ha
establecido como un importante problema crénico de salud en proporciones epidémicas. Se
considera un factor de alto riesgo con complicaciones tales como ateroesclerosis, accidente
cerebrovascular (ACV), infarto de miocardio y enfermedad renal en etapa terminal [51].
Uno de los instrumentos mas importantes en los mamiferos para mantener la homeostasis
de la presion arterial y el balance hidrico y salino, es el sistema renina-angiotensina. La
enzima conversora de angiotensina-I (ECA) es un factor clave en el sistema mencionado
para regular la presién arterial ya que su inhibicién permite controlar la hipertension [52].
Los inhibidores sintéticos, tales como captopril, enalapril, alacepril y lisinopril, estan
disponibles comercialmente, pero su uso esta restringido debido a posibles efectos
adversos, que incluyen tos, alteraciones del gusto y erupciones cutaneas [53]. Por lo tanto,
se ha prestado especial atencidon a los efectos inhibidores sobre la ECA que presentan
algunos nutracéuticos de origen bioldgico. Particularmente, se ha encontrado que algunos
péptidos bioactivos provenientes de fuentes naturales tienen marcado efecto como
inhibidores de la ECA y antihipertensivos [22,51-62]. Estos péptidos son muy valiosos
porque se absorben facilmente en el organismo, y, por lo tanto, pueden llegar a ser una gran

alternativa a los farmacos sintéticos [53].

En este contexto, debe tenerse presente que las proteinas constituyen el 35-40% del
peso seco de la soja. La mayoria de éstas en el proteoma de soja (aproximadamente 70-
83%) tienen funciéon de almacenamiento, siendo la glicinina (tipo legumina 11S) y la 8-
conglicinina (tipo vicilina 7S) las mas abundantes. El restante contenido proteico de las
semillas de soja comprende a los inhibidores de tripsina Kunitz y Bowman-Birk, lectina,
alergeno P34, proteina de unién a sacarosa, ureasa, oleosinas (que se reconocieron

bioactivas y alergénicas) y varias proteinas de baja abundancia [63,64].

En las ultimas décadas se han reportado el potencial antioxidante y antihipertensivo
de fracciones proteicas de soja asi como el aislamiento y caracterizacién estructural de los
péptidos mas activos [33,65-68]. Las propiedades antioxidantes de hidrolizados
enzimaticos de proteinas de soja se han atribuido al efecto cooperativo de numerosas
propiedades [65], que incluyen la capacidad de: eliminar radicales libres, actuar como

complejante de iones metalicos, desactivar radicales derivados de oxigeno, y prevenir la
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penetracion de vesiculas lipidicas por parte de iniciadores de la oxidacién lipidica [32].
Ademads, se ha demostrado la actividad inhibitoria sobre la enzima conversora de

angiotensina-I (ECA) de varios péptidos bioactivos de soja [33,36].

1.1.5. Isoflavonas

Distintas investigaciones han permitido detectar componentes bioactivos en los
vegetales (fitoquimicos) con importantes efectos beneficiosos para la salud. Entre ellos, las
isoflavonas (IFs) forman parte de una subclase de un grupo mayor de fitoquimicos, llamados

flavonoides, que se hallan en una gran variedad de vegetales, especialmente en la soja.

Las IFs estan presentes en dos formas quimicas (Fig. 1.5): la forma libre o agliconas
(daidzeina, gliciteina y genisteina) y sus conjugados o [3-glucdsidos (es decir, daidzina,
glicitina y genistina). Estos ultimos, a su vez pueden conjugarse como
malonil/acetilglicésidos (es decir, 6'-O-malonildaidzina, 6'-O-acetildaidzina, 6'-0O-
malonilglicitina, etc.) [69] resultando en un total de 12 isoflavonas. La soja contiene
aproximadamente el 90% de las isoflavonas totales en la forma conjugada, junto con
pequefias cantidades de su forma libre. El contenido de isoflavonas en el poroto de soja sin
procesar, es de aproximadamente 1 mg/g con un rango posible de 0,4 a 2,4 mg/g. La
abundancia relativa de la genisteina, incluidos los respectivos derivados, es la mas alta
(alrededor del 50% del contenido de isoflavonas), seguida de daidzeina (40%) y gliciteina
(10%). Sin embargo, se ha demostrado que la gliciteina es mas biodisponible que otras
isoflavonas, seguida de la genisteina [70]. La mayoria de las isoflavonas estan asociadas con
proteinas de la soja, y muy poca presencia en la fraccion lipidica. En su estado natural, la
mayoria de las isoflavonas existen como glucdsidos inactivos (genistina, daidzina y
glicitina), que son sensibles al calor y se convierten en isoflavonas malonil-beta-glucosiladas
cuando se calientan. Por otro lado, las agliconas (formas activas) son bastante estables a alta

temperatura [71].
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Cuando se ingieren, las isoflavonas se metabolizan extensamente en el tracto
intestinal, se absorben, se transportan al higado y se someten a reciclaje enterohepatico. Las
glucosidasas bacterianas intestinales rompen los restos de azucar y liberan las isoflavonas
biol6gicamente activas como agliconas. Las agliconas pueden ser absorbidos directamente
en el adulto y también pueden ser biotransformadas por microorganismos a los metabolitos
especificos, equol, desmetilangolensina y p-etilfenol [72]. Todos estos fitoestrégenos se
eliminan, principalmente por el rifién, y por lo tanto comparten las caracteristicas
fisioldgicas y el comportamiento de los estrégenos endégenos [72]. Entre las formas
gliconadas, los B-glucdsidos son mas faciles de hidrolizar que los 6'-0O-malonilglucésidos y

los 6'-0-acetilglucésidos [72].

Los efectos fisioldgicos de las isoflavonas, particularmente daidzeina y genisteina,
incluyen su actividad estrogénica y antioxidante [73,74], reducciéon de los niveles de
colesterol en suero sanguineo [29,75], reduccion del riesgo de enfermedad cardiovascular

[75,76], prevencion de los sintomas de la menopausia [77], osteoporosis [78,79], obesidad
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y diabetes [80,81], favorecen funciones cognitivas [82,83] y, lo que es mas importante,

actian como anticancerigenos [84-98].

Las isoflavonas tienen potentes propiedades antioxidantes, comparables a las de la
conocida vitamina E [74,99,100]. La genisteina es el antioxidante mas potente entre las
isoflavonas de soja, seguido de la daidzeina. La genisteina parece aumentar la produccién
de superoxido dismutasa (SOD) que elimina los radicales libres. La capacidad de esta
aglicona para actuar como antioxidante también puede explicar el efecto anticancerigeno
de esta isoflavona. Ademas, el consumo de alimentos ricos en antioxidantes/polifenoles
podria impartir efectos protectores trombdticos y cardiovasculares a través de la inhibiciéon

de la hiperactivacion o agregacion plaquetaria [101].

Como clase, las isoflavonas se han estudiado por su actividad preventiva del cAncer
mas que cualquier otro componente de soja. La administracién dietética de isoflavonas
puras y/o mezclas de IFs previene la induccién de cancer en varios 6rganos en animales de
laboratorio, incluyendo las glandulas sexuales accesorias [45,94,102,103], glandula
mamaria [104], piel [105] y tracto gastrointestinal [106-108]. Sin embargo, es importante
sefialar que, aunque las isoflavonas demuestran actividad preventiva del cancer en un
ndmero sustancial de sistemas modelo de carcinogénesis, la actividad protectora de esta
clase de agentes no es universal. Por ejemplo, se ha informado que la genisteina aumenta la
incidencia de cancer de colon en ratas [109] y estimula el crecimiento de canceres de mama

inducidos por carcindgenos en ratas ovariectomizadas [110].

Aunque la mayoria de los estudios de quimioprevencion con isoflavonas puras se
han realizado con genisteina, muchas otras isoflavonas también confieren proteccidn contra
la induccién del cancer [88-90]. Estos datos sugieren que la administraciéon de soja entera
o una mezcla de isoflavonas de soja, en lugar de una sola isoflavona purificada, puede

constituir una estrategia superior para optimizar la eficacia quimiopreventiva [91].

Dadas las implicancias potenciales en la salud, el interés en el estudio de estos
flavonoides se mantuvo durante las ultimas cuatro décadas. Mas de 10000 articulos
cientificos, revisiones y libros han aparecido solo sobre isoflavonas a nivel global [111-
113]. Estos estudios han abierto puertas para el uso de alimentos y bebidas de primera
generacién a base de soja (leche de soja/bebida de soja, tofu, natto, tempeh, etc.) y
productos de segunda generacion (productos horneados a los que se han agregado
ingredientes a base de soja). Diferentes métodos de recuperacion de IFs han sido patentados
[114-116] y mas productos de isoflavonas purificadas ahora estdn disponibles

comercialmente como pildoras, concentrados o extractos.
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Por otro lado, no s6lo deben considerarse las bondades de estos compuestos, ya que
también han sido considerados como disruptores endocrinos potentes, debido a su
actividad mimética de estrégenos, convirtiéndose asi en desencadenantes potenciales de
fertilidad reducida [117-120]. Ademas, el alto consumo de isoflavonas de soja en nifios
asiaticoamericanos se ha asociado con un mayor riesgo de sindrome de Kawasaki [121].
Estos controvertidos efectos necesitan mas investigaciones para ser aclarados. Mientras
tanto, eliminar las IFs de la dieta de la poblacién general y reservarlas para aplicaciones
especificas es una conducta adecuada para ser adoptada [122]. De esta forma, el desarrollo
de procesos escalables para recuperar IFs de subproductos de soja permitira tanto obtener
un extracto enriquecido en IFs, consumible por aquellas personas susceptibles de sus
propiedades benéficas, como generar productos derivados de soja mas pertinentes para

poblaciones sensibles a sus efectos adversos.

1.1.6. Factores antinutricionales

A pesar de las numerosas caracteristicas nutricionales favorables, la soja contiene
también una variedad de compuestos bioactivos antinutricionales o antinutrientes que
exhiben efectos fisiologicos indeseables impidiendo la absorcion de nutrientes (Tabla 1.3).
Dentro de estos compuestos antinutricionales se destacan la lipoxigenasa, inhibidores de
proteasas, lectina y otros, aunque en cantidades mas pequefias, como taninos,
oligosacaridos, saponinas, alcaloides, compuestos fendlicos y fitatos. Para mejorar la
retencién y utilizacion de proteinas y minerales de soja en el tracto digestivo, la inactivacién
de los factores antinutricionales se presenta como una necesidad y a la vez como una
problematica importante a resolver para las industrias alimenticias e investigadores [123].
Los estudios realizados por Vijaya Raghavan, Harper y Kienholz (1974) [124] mostraron
una asociacién directa entre el procesamiento y la disponibilidad de proteina cuando se
utilizaba la harina de soja como alimento para pollos. Los autores demostraron que la harina
de soja procesada mejoraba el peso ganado por el pollo en el transcurso del tiempo y
vincularon este efecto a la desnaturalizaciéon de factores antinutricionales durante el

procesamiento [124].

Tabla 1.3. Factores antinutricionales en soja.

Termosensibles Termoestables
Inhibidores de tripsina Saponinas
Antivitaminas Alérgenos

Fitatos Factores de flatulencia
Lectina

Lipooxigenasa
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Adoptado de Vagadia y col., 2017 [1].

En relacién con el impacto generado por la ingesta de estos factores
antinutricionales, se han reportado diferentes efectos adversos. Por ejemplo, los fitatos son
agentes quelantes minerales, por lo tanto, dificultan la absorciéon de minerales. Algunos
oligosacaridos como la rafinosa y la estaquiosa, generan flatulencia e hinchazdn, mientras
que la lipoxigenasa es responsable del sabor indeseable formado por la oxidacién de los
acidos grasos poliinsaturados [125-127]. Entre todos los antinutrientes presentes en una
amplia variedad de alimentos, se distinguen los inhibidores de tripsina ya que afectan la
utilizacién de proteinas y su digestion. Por ejemplo, no se recomienda alimentar con soja
cruda a animales monogastricos como aves de corral y cerdos, ya que la presencia de
inhibidores de tripsina y lectinas dara como resultado un retraso en el crecimiento, una

menor eficiencia alimenticia e hipertrofia pancreatica [128].

1.1.6.1. Inhibidores de tripsina

Los inhibidores de tripsina (IT) son una clase Unica de proteinas que se encuentran
en la soja cruda, constituyendo alrededor del 6% de la proteina total [129]. Estos
pertenecen a un grupo de sustancias (inhibidores de proteasas) que se consideran
multifacéticas por sus diversas actividades bioldgicas. Por un lado, encontramos las
actividades antinutricionales, las cuales son indeseables en la alimentacién humana y
animal. Por otro lado, los inhibidores de proteasas exhiben una amplia gama de actividades
biolégicas que han concitado mucho interés, principalmente debido a sus posibles

aplicaciones en la agricultura y en la medicina [130,131].

Figura 1.6. Estructuras tridimensionales de los inhibidores de tripsina de soja tipo Kunitz (A) y tipo
Bowman-Birk (B). Imagenes obtenidas de la Protein Data Bank in Europe (www.ebi.ac.uk).
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Desde el punto de vista antinutricional, los ITs reducen la actividad de la tripsina y,
en menor medida, de la quimotripsina. Asi, perjudican la digestion de proteinas en animales
monogastricos y algunos animales rumiantes jévenes [128]. En soja se presentan dos clases
principales de inhibidores de tripsina (Fig. 1.6): Kunitz (ITK) y Bowman-Birk (ITBB). El
primero, ITK, con una masa molecular aproximada de 21,5 kDa, tiene una especificidad
dirigida principalmente hacia la tripsina en una relaciéon molar de 1:1 [132]. El ITBB, con
una masa molecular de 7,8 kDa, es capaz de inhibir tanto la tripsina como la quimotripsina

en sitios reactivos independientes [132].

La tripsina y la quimotripsina son dos serino-proteasas importantes, sobre todo la
primera, para la digestién de proteinas en organismos vivos. La tripsina (TRP) es una
proteina globular con una masa molecular de 24 kDa con 220 residuos. Esta proteina
enzimatica se produce en el pancreas en su forma inactiva llamada "tripsin6geno”, que luego
se activa durante la digestion cuando ingresa al intestino delgado [133]. La ingestién de
inhibidores de tripsina puede dar como resultado la formacién de un complejo TRP-IT
irreversible que produce una caida de la actividad enzimatica en el intestino, lo que
interfiere en el proceso de digestion proteica [134]. Por otro lado, al intentar compensar
esta caida de la actividad, el pancreas aumenta su produccién enzimatica, lo que promueve
una pérdida fecal excesiva de enzimas pancreaticas ricas en aminoacidos azufrados que no

puede compensarse con la proteina de soja dietaria [135,136].

Diferentes estudios se han centrado en la evaluacién de la digestibilidad de la
proteina de soja in-vitro. Trabajando con soja y leche de soja, Su y Chang (2002) [137]
encontraron que la digestibilidad proteica en ambos productos era préxima al 75%. Shin,
Kim y Kim (2013) [138] hallaron valores dentro de ese mismo rango, entre 74,4% y 77,1%,
excepto para la harina de soja cocida al vapor, cuya digestibilidad alcanz6 el 88,7%. En un
estudio in-vivo, ratas alimentadas con un extracto de soja cruda inactivada mostraron un
crecimiento mejorado en comparacion con las ratas control alimentadas con soja cruda no
tratada [139]. Feng y col. (2007) [140] encontraron que las actividades de proteasa total y
tripsina en el duodeno y el yeyuno de lechones alimentados con harina de soja fermentada
aumentaron debido a la inactivacién de los ITs. Por otro lado, Liener (1970) [141] ha
comparado la digestibilidad de varias fuentes de proteinas, incluyendo mani, soja y proteina
animal, observando que los valores registrados para la soja eran mucho mas bajos en
comparacion con otras fuentes, debido a la presencia de ITs y otros antinutrientes de esta

leguminosa [141,142].
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Los inhibidores de tripsina son sensibles a la desnaturalizacién por calentamiento.
En ese sentido, algunos estudios han demostrado que el tratamiento térmico de la harina de
soja, como forma de disminuir el nivel de inhibidores de la tripsina, aumenta el crecimiento
de pollos [143] y de pez gato [144]. Sobre la base de esta evidencia, la gran mayoria de los
productos de soja utilizados para la alimentacién del ganado son tratados térmicamente

para eliminar cualquier efecto antinutricional asociado con la alimentacion de la soja cruda.

En contraposicién a los efectos negativos que los inhibidores de proteasas tienen en
la nutricién, diferentes estudios les han asignado ciertas bioactividades beneficiosas. Los
mismos se han utilizado para mejorar la resistencia de las plantas a patégenos e insectos
[145-148], asi como agentes antimicrobianos [149,150] y agentes anticancerigenos [151-

154].

Los datos epidemiolégicos demuestran una asociacién inversa entre el consumo
humano de dietas ricas en inhibidores de proteasas y el riesgo de cancer de mama, colon y
prostata, entre otros tejidos [155-157]. Asimismo, ciertos trabajos demuestran que los
inhibidores de tripsina de soja y un concentrado de ITBB, denominado por los autores como

BBIC, pueden inhibir la carcinogénesis en animales de laboratorio [158].

A partir de la extensa literatura al respecto, ITBB (y BBIC) demuestra una serie de
actividades biol6gicas que podrian poner de manifiesto su eficacia en la quimioprevencidn.
ITBB inhibe la generacidn de especies de oxigeno activado en células epiteliales de préstata
[159] y lainduccidon del dafio del ADN y/o facilita su reparacion, suprimiendo asi los eventos
genéticos que conducen ala iniciacidn del tumor [160]. ITBB también inhibe la angiogénesis
en el ensayo de membrana corioalantoidea de pollo [161], sugiriendo un posible mecanismo
para suprimir el crecimiento de tumores macroscopicos. Mas alla del analisis de los
mecanismos moleculares, encontramos que BBIC demuestra una actividad preventiva
contra el cancer en sistemas de bioensayo tanto in-vitro como in-vivo [157]. In-vitro, ITBB
inhibe la proliferacién de una variedad de lineas celulares de cdncer humano, incluidas las
derivadas de canceres de prostata humanos, de mama y de pulmén [162-164]. In-vivo, se
ha encontrado que ITBB inhibe la carcinogénesis en el colon [165,166], eséfago [167],
higado [168], pulmén [169,170] y la cavidad oral [171,172]. BBIC, si bien es un inhibidor
menos potente de la carcinogénesis prostidtica que otros agentes como la
dehidroepiandrosterona [173] y el acido 9-cis-retinoico [174], disminuye la incidencia de
neoplasia de préstata en ratas tratadas con carcinégenos [92,175]. Los resultados de los
ensayos clinicos iniciales son prometedores, ya que se ha informado que los niveles de dosis

no toxicas de BBIC inducen la regresion de la leucoplasia oral, una lesién preneoplasica en
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la cavidad oral [176], e incluso reduce el volumen de préstata y los niveles de antigeno
prostatico especifico en pacientes con hiperplasia benigna de préstata [177]. Ademas, BBIC
previene el dafio cutaneo inducido por la luz solar y reduce el riesgo de formacion y
progresion de tumores cutdneos [178]. De interés es la observacion de que BBIC no tiene
toxicidad genética [179,180]. Estos resultados demuestran que tanto ITBB como BBIC
previenen y suprimen la carcinogénesis y la progresion del cancer sin toxicidad en muchos

experimentos [156,157].

Si bien la literatura sobre los efectos benéficos del ITK es menor que para ITBB, los
hallazgos reportados son prometedores. En un estudio de 2004 [170] se encontrd que la
suplementacion dietética de ITK regula eficientemente el mecanismo involucrado en la
entrada en circulacion vascular de las células tumorales (intravasacién) durante el proceso
metastasico. El tratamiento con ITK también puede ser beneficioso para pacientes con
cancer de ovario con o en riesgo de metdstasis diseminada peritoneal [170]. Recientemente,
da Silva Bezerra y col. (2016) [181] purificaron un inhibidor de tripsina tipo Kunitz de
semillas de Inga vera, caracterizdndolo por varias actividades bioldgicas tales como
actividades insecticidas, antimicrobianas y anticancerigenas. Incluso, amblyomin-X (cédigo
GenBank: AAT68575), una proteina recombinante inhibidora de proteasas tipo Kunitz
identificada en la biblioteca de ADNc de glandulas salivales de la garrapata Amblyomma
cajennense, ha demostrado inducir efectos pro-apoptdticos en diferentes lineas celulares
tumorales [182,183]. Los efectos antiinflamatorios de ITK también se han examinado sobre
la letalidad inducida por lipopolisacaridos bacterianos (LPS) [184,185] y radiacién UV
[186]. Estos hallazgos pueden identificar propiedades anticancerigenas y antiinflamatorias
de ITK y pueden ser relevantes para el uso de este compuesto en la modulacién del cancer

y la inflamacién [184].

Dentro de este marco, mas alld de las problematicas nutricionales que los
inhibidores de tripsina de la soja generan en los animales y en la poblacién general, se
desprende el interés en desarrollar una metodologia de detoxificaciéon no-destructiva que
brinde la posibilidad de recuperarlos para su aplicacidon beneficiosa en algunos sectores de

la poblacidn, principalmente aquellos afectados por determinadas patologias oncolégicas.

1.1.6.2. Oligosacdridos

La soja puede causar flatulencia si el nivel ingerido es suficientemente alto. Los
carbohidratos solubles en la soja consisten principalmente en sacarosa y galacto-
oligosacaridos (4 al 6% de materia seca de la soja) de la familia de la rafinosa (RFO)

[187,188]. Los RFOs, que comprenden principalmente rafinosa y estaquiosa (Fig. 1.7) y en
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menor medida verbascosa, pueden provocar flatulencia y malestar abdominal en animales
monogastricos y en el hombre, debido a la falta de la enzima a-galactosidasa, necesaria para

hidrolizar los enlaces a-galactosidicos [189,190].
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Figura 1.7. Estructuras de los oligosacaridos rafinosa (A) y estaquiosa (B).

Los RFOs se degradan en cierta medida en el intestino delgado por accién de algunos
microorganismos (76 a 88% para estaquiosa, 31 a 65% para rafinosa y 32 a 55% para
verbascosa), lo que resulta en la produccion de diéxido de carbono e hidrégeno [187]. En
algunos casos, la acumulacién de gas rectal flatulento provoca dolor abdominal, nduseas y
diarrea. Los lechones destetados alimentados con una dieta libre de RFOs suplementada con
2% de estaquiosa o alimentados con harina de soja han mostrado una mayor incidencia de
diarrea en comparacidén con los cerdos alimentados con una dieta de control [190]. Por otro
lado, la fermentacion de estos galacto-oligosacaridos produce efectos negativos sobre la
digestibilidad de nutrientes y la disponibilidad de energia de la harina de soja. Gallos
alimentados con harina de soja con bajas concentraciones de oligosacaridos han presentado
valores de energia neta metabolizable total mas altos que aquellos alimentados con harina
de soja convencional [191]. La eliminacidn de polisacaridos de los productos de soja es, por

lo tanto, un factor importante para mejorar su valor nutritivo.

1.1.6.3. Detoxificacion

La prevencion y eliminacion de la toxicidad producida por toxinas de origen quimico
o natural, implica el conocimiento de cuales son las de mayor incidencia, de su estructura y
de la capacidad reactiva con otras moléculas que permitan su transformacién en otras

estructuras no-téxicas o que puedan interferir con otros procesos metabdlicos.

La FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion)
establecié que un proceso de descontaminacién resulta apropiado cuando permite cumplir

con los siguientes criterios [192]:
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- Destruir, inactivar o eliminar la toxina.

> No producir residuos toxicos o carcinogénicos en productos finales o en alimentos
obtenidos a partir de animales que se alimentaron de una dieta detoxificada.

- Mantener el valor nutritivo y la aceptabilidad del producto.

- No alterar las propiedades tecnoldgicas importantes de forma significativa.

Los métodos de descontaminacién o detoxificacion dependen no solo de las
caracteristicas fisicas del alimento, sino también de los componentes que tenga y de la
aplicacion final que se le dara al producto. Sin embargo, ningiin tratamiento por s{ mismo
puede eliminar totalmente el agente contaminante, siendo necesario un control integrado

del proceso. Podemos citar los siguientes métodos:

e Métodos fisicos: Comprenden operaciones de reducciéon de tamafio, tratamientos
térmicos, adsorcidn, absorcion, entre otros, los cuales han presentado éxito para el
control de algunos agentes toxicos segun la especie y tipo de toxina. A menudo la
aplicacion de estos métodos no es suficiente y se requiere de procedimientos
adicionales de detoxificacion [193].

e Métodos quimicos: Estos involucran inactivacién a través de reacciones quimicas,
alta presién o extraccion usando un solvente organico, alcalis, 4cidos o una
combinacion de estos.

e Métodos microbiolégicos: Comprenden procesos fermentativos que se originan por
la adicién de ciertas levaduras con capacidad de adsorber las toxinas presentes,

reduciendo la contaminacién [192].

En el caso de la soja, la “detoxificacion” o eliminacién de los antinutrientes se realiza
a través de una amplia variedad de procesos que pueden aplicarse antes o después de la
extraccion del aceite dependiendo de las caracteristicas del producto final deseado, la escala
de produccion y los costos operativos y de capital [128,194]. El tratamiento fisico
destructivo es el enfoque clasico mas extendido para inactivar los inhibidores de tripsina.
Dentro de ellos, el tostado del material, luego de la extraccion del aceite, es el mas empleado
comercialmente y se basa en la inactivacién de los antinutrientes termoldbiles (ITs y
lectinas), los cuales se desnaturalizan por calor, pierden actividad y se tornan digeribles. Sin
embargo, este proceso debe realizarse por intervalos de tiempo acotados y en condiciones
controladas de humedad y temperatura, ya que un tratamiento excesivo produce un
amarronamiento del material debido a las reacciones de Maillard, una disminucion de la
digestibilidad proteica [195,196] y la destruccién indiscriminada de otros nutrientes

esenciales presentes en laleguminosa [197-200]. Por otro lado, un calentamiento deficiente
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no produce la inactivaciéon completa de los antinutrientes, particularmente de las lectinas,

reportadas como mas resistentes al calor que los factores antitripticos.

El secado convencional forzado y el tostado son algunos de los métodos comunes de
tratamiento térmico utilizados para la eliminacién de los inhibidores de tripsina [201,202].
El tostado en un secador de tambor rotatorio o un secador de grano convencional se realiza
a temperaturas que varian entre 110y 170 °C, que pueden inactivar la actividad inhibitoria
de los ITs hasta en un 85%, y llevar simultaneamente la humedad de semillas de soja a un
valor 6ptimo para el almacenamiento. El tratamiento térmico en horno a 200 °C durante 20
min también reduce significativamente la actividad de los inhibidores de tripsina en la
harina de soja integral [203]. Pero una de las principales desventajas de este método es la
coccion no-uniforme y una distribucidn de temperatura desigual, especialmente cuando el
espesor del lecho de secado es irregular [127]. El secado convencional con aire caliente a
100 °C durante dos horas reduce la actividad de IT a limites seguros, en un 80%, sin afectar

la solubilidad de nitrégeno ni el color de la harina [197].

Segun Kaur, Sharma, Dar y Singh (2012) [204], el tratamiento tanto con calor seco
como calor hiumedo es eficaz para la inactivacién de compuestos bioactivos como IT en el
salvado de cereales. Sin embargo, para mejorar la digestibilidad proteica y reducir el tiempo
de procesamiento requerido para la inactivacion de los factores antinutricionales, es crucial
remojar la soja a temperatura ambiente como pretratamiento. Se observa que el remojo
puede eliminar efectivamente los inhibidores de proteasas y otros factores indeseables
tales como azucares no-digeribles en el agua, reduciendo asi el tiempo de coccién en un
70%. Remojar semillas de soja en agua durante dos horas seguido de tratamiento térmico
result6 en un aumento en la inactivacién total en un 40% en comparacion con los frijoles

sin remojar [205].

Entre otras metodologias de detoxificacion empleadas pueden mencionarse la
extrusion, la micronizacién, esterilizaciéon por autoclavado, tecnologia de tratamiento
térmico dieléctrico, tratamiento infrarrojo y el tratamiento quimico enzimatico [1], pero
todas ellas resultan inconvenientes para ser aplicadas a macroescala, por sus elevados
costos. Ademas, todas son destructivas, lo que no permite la revalorizacién de los propios
antinutrientes, considerando las bioactividades beneficiosas que se les conoce. Un proceso
no-destructivo que permite revalorizar los antinutrientes, pero que atin no se aplica con ese
fin, es la produccién de concentrados de proteinas (SPCs). El problema, en este caso, radica
en la falta de tecnologias que permitan separar los diferentes fitoquimicos remanentes en

los extractos, de un modo sustentable desde el punto de vista industrial.
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1.2. SISTEMAS EXTRACTIVOS ACUOSOS

En las ultimas décadas, las nuevas técnicas extractivas desarrolladas tuvieron como
campo de aplicacién principal el aislado y enriquecimiento de compuestos bioactivos a
partir de productos naturales. Estas técnicas se basan en la separacion bifasica (o
multifdsica) causada por la combinacidn de agua, disolventes organicos, liquidos idnicos,
polimeros, sales y otras. Dentro de las diferentes alternativas de esta técnica se destacan la
extraccion dispersiva liquido-liquido, extraccion micelar (EM) y extraccion en dos fases
acuosas (EDFA) [206-213]. Tanto EDFA y EM pueden ser equivalentes si se trabaja con
sistemas micelares a temperaturas por encima de su punto de turbidez. Estas metodologias
han sido ampliamente aplicadas en la extracciéon y pre-concentraciéon de una amplia
variedad de compuestos tales como iones metdlicos, proteinas hidrofilas y, especialmente,
pequefias moléculas organicas. Son técnicas respetuosas con el medio ambiente, asi como
procesos eficientes y selectivos que pueden desarrollarse de forma continua, preservan la
naturaleza del material, permiten ahorrar energia y pueden ser facilmente escalados [208-

210,212,214-219].

1.2.1. Sistemas bifasicos acuosos

Los sistemas de dos fases acuosas o bifasicos acuosos (SBAs) son aquellos que
presentan dos fases liquidas acuosas inmiscibles que se forman bajo ciertas condiciones
"criticas" de temperatura, fuerza i6nica o concentracioén de polimero. Las fases tipicamente
muestran diferente densidad y se separan espontaneamente en una fase superior y otra
inferior [220]. Dado que cada fase tiene un contenido mayoritario en agua (60 a 95% m/m),
los SBAs permiten la regulaciéon del pH y el agregado de iones o co-solutos estabilizantes,
siendo por este motivo especialmente aptos para la particién selectiva de componentes

labiles como bioparticulas y biomoléculas.

Una gran cantidad de pares de compuestos pueden generar sistemas bifasicos, que

incluyen:

e Sistemas de polimero/polimero, que pueden comprender polimeros de

caracter no-iénico y polielectrolitos

9

Sistemas de polimero/sal, formados tipicamente por sales con aniones
cosmotropicos como las de fosfato, sulfato o citrato

Sistemas termosensibles polimero/agua

Sistemas alcohol/sal

Sistemas polimero/liquido-iénico

¢ ¢ ¢ ¢

Sistemas de surfactante/agua
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Ademas de existir SBAs con distintas composiciones, cada tipo de sistema es
sensible a variables diferentes, tales como temperatura, pH, co-solutos afiadidos (sales o
tampones organicos), asi como también la masa molecular de los polimeros, su ramificacién
y grado de sustitucion. Manipulando y optimizando las composiciones de equilibrio de cada
una de las fases inmiscibles, es posible inducir un comportamiento de particién diferencial
de una mezcla de analitos, haciendo que ciertas moléculas tengan una mayor afinidad por
una fase respecto de la otra. Esto puede explotarse con fines de purificacion, siendo un
método alternativo para la separacién de biomoléculas que reduce el nimero de pasos y,

por lo tanto, reduce el costo total [221].

1.2.2. Sistemas micelares acuosos

En las ultimas décadas se han desarrollado diferentes técnicas extractivas basadas
en la capacidad solvente y de fraccionamiento que poseen ciertas soluciones de
surfactantes. Las interesantes caracteristicas extractivas liquido-liquido de los SBAs

formados por estos sistemas han permitido desarrollar la metodologia EDFA [222].

1.2.2.1. Surfactantes

Los surfactantes, también conocidos como tensoactivos, se encuentran entre los
productos mas versatiles de la industria quimica y aparecen en presentaciones tan diversas
como en los aceites de motor que utilizamos en nuestros automaviles, los farmacos que
tomamos cuando estamos enfermos y los detergentes que utilizamos para limpiar nuestra
ropay nuestros hogares. En las tltimas décadas se ha extendido el uso de los surfactantes a
areas de alta tecnologia como la impresién electronica, el registro magnético, la

biotecnologia, la microelectrénica y la investigacion viral [223].

Un surfactante (una contracciéon del término en inglés “surface-active agent”) o
tensoactivo es una sustancia que, cuando esta presente a baja concentracién en un sistema
heterogéneo, tiene la propiedad de adsorberse en la interface y alterar significativamente
propiedades de dicha superficie como la tension (interfacial /superficial) y la energia libre.
El término interfacial refiere al caso general de dos fases inmiscibles cualesquiera y el
término superficial se restringe a la situaciéon donde una de las fases del sistema es un gas,

generalmente aire.
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Figura 1.8. Representacidn esquematica de molécula de surfactante.

Los tensoactivos tienen una estructura molecular caracteristica que consiste en un
grupo que tiene muy poca atraccién por el disolvente, conocido como grupo li6fobo, junto
con otro que tiene una gran atraccion por el disolvente, llamado grupo liofilico. Esto se
conoce como una estructura anfifflica. Como puede verse representado en la Fig. 1.8, en
medio acuoso estas moléculas anfifilicas tienen una cabeza polar hidroéfila y una cola lipéfila
(hidro6foba), consistente en una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada aromatica o
alifatica. Cuando una molécula con este tipo de estructura se disuelve en un dado solvente,
el grupo liéfobo puede distorsionar la estructura de dicho solvente, aumentando la energia
libre del sistema. Cuando eso ocurre, el sistema responde de alguna manera con el fin de
minimizar el contacto entre el grupo liéfobo y el solvente. En el caso de un surfactante
disuelto en medio acuoso, el grupo li6fobo (hidréfobo) distorsiona la estructura del agua
(rompiendo enlaces de hidrégeno entre las moléculas de agua y estructurando el agua en
las proximidades del grupo hidré6fobo). Como resultado de esta distorsion, algunas de las
moléculas tensoactivas son expulsadas a la interface del sistema, con sus grupos
hidrofébicos orientados en oposicién al solvente para minimizar el contacto con las
moléculas de agua. La superficie del agua se cubre entonces con una sola capa de moléculas
tensioactivas con sus grupos hidrofébicos orientados predominantemente hacia el aire (Fig.
1.9). Dado que las moléculas que conforman el aire son esencialmente de naturaleza no-
polar (al igual que los grupos hidréfobos), la interaccién grupo hidrofobo-aire es mas
estable que la previa a la migracién (grupo hidr6fobo-agua), resultado en una disminucion
en la energia libre superficial (tensién superficial) del agua. Por otro lado, la presencia del
grupo liéfilo (hidréfilo) evita que el tensioactivo se expulse completamente del disolvente
como una fase separada, ya que eso requeriria la deshidratacion del grupo hidréfilo. Por lo
tanto, la estructura anfipatica del surfactante causa, no solo la acumulacion del tensoactivo
en la superficie y la reduccion de la tension superficial del agua, sino también cierto
ordenamiento en la superficie dado por la orientacién del grupo hidrofilico hacia la fase

acuosa y la del grupo hidrofébico lejos de ella.
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Figura 1.9. Solucidn acuosa de un surfactante.

Las estructuras quimicas, potenciales porciones liéfobas y liofilicas de la molécula
de surfactante, varfan con la naturaleza del disolvente y las condiciones de uso. En un
disolvente altamente polar como el agua, el grupo li6fobo puede ser una cadena de
hidrocarburo, fluorocarbono o siloxano de longitud adecuada, mientras que, en un
disolvente menos polar, solo algunos de estos pueden ser adecuados (por ejemplo, cadenas
de fluorocarbono o siloxano en polipropilenglicol). Los grupos iénicos o altamente polares
pueden actuar como grupos liofilicos en un disolvente polar tal como agua, mientras que,
en un disolvente no-polar tal como heptano, pueden actuar como grupos liéfobos. Ademas,
al variar las condiciones de temperatura y uso (por ejemplo, presencia de electrolitos o
aditivos organicos), pueden ser necesarias modificaciones en la estructura de los grupos
liofobo y liofilico para mantener la actividad superficial a un nivel adecuado. Por lo tanto,
para la actividad superficial en un sistema particular, la molécula de tensoactivo debe tener

una estructura quimica que sea anfifilica en ese disolvente en las condiciones de uso.

En medio acuoso, el grupo hidrofébico es habitualmente un residuo de hidrocarburo
de cadena larga, y con menos frecuencia una cadena de hidrocarburo o siloxano halogenada
u oxigenada. El grupo hidrofilico es un grupo i6nico o altamente polar. Dependiendo de la

naturaleza del grupo hidrofilico, los surfactantes se clasifican en [223]:

e Anidnico: La porcion hidréfila de la molécula tiene carga eléctrica negativa.

we (atidnico: La porcion hidréfila tiene carga positiva.

e Zwitterionico: Ambas cargas positivas y negativas pueden estar presentes en
la porcion hidrdéfila.

e No-idnico: La porcion hidrofila no tiene carga i6nica aparente.

Las diferencias en la naturaleza de los grupos hidrofébicos suelen ser menos

pronunciadas que las de la naturaleza del grupo hidrofilico. En general, son residuos de

33



PARTE I - Introduccién

hidrocarburos de cadena larga. Sin embargo, incluyen estructuras tan diferentes como

[223]:

Grupos alquilo de cadena larga lineal (Cs-Czo)

Grupos alquilo de cadena larga ramificada (Cs-Czo)

Residuos de alquilbenceno de cadena larga (Cs-Cis)

Residuos de alquilnaftaleno (grupos alquilo C3 y de mayor longitud)

Derivados de colofonia (la colofonia se obtiene de resinas vegetales)

$ ¢ % ¢ % ¢

Polimeros de 6xido de propileno de alto peso molecular (derivados de

polioxipropilenglicol)

9

Grupos de perfluoroalquilo de cadena larga

9

Grupos de polisiloxano

9

Derivados de lignina

El aumento en la longitud del grupo hidrofébico: 1) disminuye la solubilidad del
agente tensoactivo en agua y aumenta su solubilidad en solventes organicos; 2) provoca un
empaquetamiento mas cercano de las moléculas del surfactante en la interfaz (siempre que
el &rea ocupada por el grupo hidrofilico en la interfaz lo permita); 3) aumenta la tendencia

del surfactante a adsorberse en una interfaz o formar agregados, llamados micelas.

Por otro lado, las unidades de polioxietileno (POE) en la porcién hidrofilica,
disminuyen el caracter hidrofébico o aumentan la hidrofilicidad del tensoactivo,

aumentando la solubilidad del surfactante.

1.2.2.2. Formacion de micelas

Para soluciones acuosas, cuando la concentracién de las moléculas de surfactante
aumenta por encima de un determinado valor, denominado concentracién micelar critica
(CMC) [223], los mondmeros se asocian espontidneamente formando agregados de tamafio

coloidal (micelas) y originan lo que se conoce como sistema micelar acuoso (SMA).

El proceso de formacién micelar (Fig. 1.10) se relaciona con un efecto hidrofébico.
Al disolverse un surfactante en agua, se produce la formacién de estructuras ordenadas de
moléculas de agua alrededor de sus colas hidréfobicas (Fig. 1.10A), para asi minimizar las
fuerzas de repulsion. La formaciéon de la micela es un mecanismo de aglomeracién
molecular con una orientacidon de la region hidrdofoba hacia el interior de la estructura
formada, que permite eliminar el contacto entre las cadenas no-polares y el agua (Fig.
1.10B). Consecuentemente, se produce un cambio entrépico positivo, asociado a la

desestructuraciéon de las moléculas de agua alrededor de la region hidrofébica,
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contribuyendo favorablemente al cambio de energia libre de agregacién y, por ende, al

proceso de formacién micelar [224].

A [ B
c<CcmcC C>CMC

4 WU L
8

Figura 1.10. Proceso de micelizacidn. A) Concentracién de surfactante (C) inferior a la CMC a esa
temperatura. Moléculas del disolvente (agua) estructuradas alrededor de las colas hidréfobas para
estabilizar la molécula de surfactante en la solucién. B) C superior a la CMC a esa temperatura.
Aglomerados moleculares (micelas) presentes en el seno de la solucidn.

La forma de la micela producida es importante para determinar diversas
propiedades del SMA, como su viscosidad, su capacidad para solubilizar material insoluble
en agua y su punto de turbidez. Las configuraciones principales que pueden adoptar las

micelas son [223]:

o Estructuras esféricas relativamente pequefias (nimero de agregacion < 100, Fig.
1.11A)

e Estructuras cilindricas alargadas, micelas en forma de varilla con extremos
hemisféricos (elipsoides prolatos, Fig. 1.11B)

- Estructuras lamelares o laminares grandes y planas (elipsoides oblatos extendidos
en forma de disco, Fig. 1.11C)

e Estructuras vesiculares (estructuras mas o menos esféricas que consisten en
micelas lamelares de dos capas dispuestas en una o mas esferas concéntricas, Fig.

1.11D)

La regidn interior de la micela, que contiene los grupos hidrofébicos, tiene un radio

aproximadamente igual a la longitud de la cadena hidrofébica completamente extendida. Se
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cree que la fase acuosa penetra en la micela mas alla de los grupos hidrofilicos, llegando
inclusive a los primeros grupos metileno de la cadena hidrofébica adyacente. Por lo tanto,
es util dividir el interior de la micela en una regién externa que puede ser penetrada por

agua y una interna de la que se excluye el agua [225].

Figura 1.11. Principales configuraciones micelares: A) esférica; B) cilindrica; C) laminar; D) vesicular.

Los cambios en la temperatura, concentracion de surfactante, aditivos en la fase
liquida y grupos estructurales en el surfactante pueden causar cambios en el tamafio, forma
y numero de agregacion de la micela, variando la estructura desde esférica a elipsoides e
inclusive hasta laminar [226]. Por ejemplo, si se ahaden pequenas cantidades de
compuestos apolares o poco polares a una solucién acuosa de un surfactante por encima de
su CMC, estos materiales normalmente insolubles en agua pueden solubilizarse en las
micelas. Esta solubilizacién provoca generalmente un aumento en el nimero de agregacion
de la micela, y a medida que aumenta la cantidad de material solubilizado por éstas, la

agregacion continia aumentando hasta que se alcanza el limite de solubilizacién [223]

1.2.2.3. Fendémeno de turbidez

Los SMAs de la mayoria de surfactantes no-iénicos etoxilados se vuelven turbios
luego de alcanzar una temperatura conocida como punto de turbidez (PT). Al calentarse por
encima del PT, la dispersién coloidal forma dos pseudo-fases acuosas, una de ellas rica en
micelas (fase micelar) y la otra (fase acuosa) con una concentracién de surfactante proxima
ala CMC a esa temperatura (Fig. 1.12). Estos sistemas se conocen como sistemas micelares

de dos fases acuosas (SMDFAs).
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Fase acuosa

Qli‘%

Figura 1.12. Separacidn de fases cuando la temperatura (7) del sistema micelar supera al punto de
turbidez (PT).

El mecanismo por el cual se produce este fen6meno ain no estd completamente
claro [223,227]. Algunos autores han propuesto como causa de la diferenciacidn de fases el
aumento en el nimero de agregaciéon micelar (un aumento en el tamafio de la micela) que
ocurre al incrementarse la temperatura [228,229]. Lindman y Wennerstroem (1991) [229]
han sugerido que el proceso seria originado por un cambio en las interacciones micelares,
que son repulsivas a bajas temperaturas, pero predominantemente atractivas a altas
temperaturas. Nilsson y col. (1983) [230] han explicado el fenémeno del punto de turbidez
sobre la base del proceso de deshidratacién que se produce en la capa externa de micelas
de detergentes no-idnicos cuando aumenta la temperatura. También debe considerarse que
la constante dieléctrica del agua disminuye al aumentar la temperatura, haciéndolo un
disolvente mas pobre para la porcién hidréfila de la molécula de surfactante [231]. Por otro
lado, se ha demostrado que la division de fases resulta de la competencia entre el factor
entropico (que favorece la miscibilidad de las micelas en el agua) y el entdlpico (que
favorece la separacion), haciendo que el fendmeno de turbidez y separacion de fases sea
reversible [231]. El restablecimiento de las condiciones iniciales de la soluciéon impulsa a las
micelas a fusionarse con la fase acuosa, produciendo de nuevo un sistema de una sola

pseudo-fase.

Una vez alcanzado el PT, la estratificaciéon en una fase inferior y otra superior se
produce debido a la diferencia en la densidad de ambas [232]. La fase micelar no
necesariamente se encontrara en un mismo estrato para todos los sistemas, ya que las
densidades relativas de ambas fases pueden variar segiin la naturaleza del detergente. Por
ejemplo, los SMDFAs de Triton X-100 presentan la fase rica en micelas en la capa inferior
del sistema, mientras que dicha fase se ubica en el estrato superior de los SMDFAs de

Genapol X-080.
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Es sabido que la temperatura de separaciéon de fases y las propiedades
fisicoquimicas de los sistemas micelares acuosos dependen no soélo de la estructura y
concentracion del surfactante, sino también de la presencia de otros compuestos como sales
o ligandos [211,233,234]. En muchas aplicaciones practicas, relacionadas con detergentes
no-idnicos, se adicionan electrolitos al medio que pueden dar lugar a una modificaciéon de
ambas interacciones intramicelar e intermicelar [235]. Aunque estas interacciones son
relativamente débiles, en comparacion con aquellas presentes en sistemas de surfactantes
iénicos, son suficientemente significativas para alterar tanto las propiedades estructurales
como dindmicas de las micelas, determinando el comportamiento del detergente en una
cierta aplicacion. En consecuencia, es muy importante lograr una comprensiéon fundamental
de cémo los electrolitos pueden afectar las propiedades micelares de los surfactantes no-
ionicos. Investigaciones acerca del efecto de los electrolitos sobre dichas propiedades han
demostrado que el punto de turbidez se modifica sustancialmente por su adicién, siendo el
resultado de una fuerte interaccién idn-micela y/o idn-agua, lo que puede ser acompanado
por profundos cambios estructurales y afectar sus diferentes propiedades fisicoquimicas

[223,236-248].

1.2.3. Sistemas micelares de surfactantes no-ionicos

Los surfactantes no-i6nicos representan una clase importante de anfifilos, que
encuentran amplias aplicaciones en formulaciones industriales y farmacéuticas, y son
ampliamente utilizados en la investigacién bioquimica en membranas y en procesos de
extraccién y purificacion de compuestos de origen bioldgico [242,249-251]. Segun lo
indicado por Katsoyannos y col. [251], los sistemas micelares que utilizan surfactantes no-
toxicos (entre los no-iénicos generalmente son los que no presentan cadenas alifaticas
ramificadas o restos aromaticos) son apropiados para el aislamiento de antioxidantes
naturales, que luego se pueden usar en aplicaciones dietéticas. Hoy en dia, se emplean
separaciones de fase liquida-liquida de micelas de detergentes no-i6nicos o zwitteriénicos
(EM y EDFA), mientras que el uso de especies surfactantes cargadas es todavia limitado
[216,227,252-254]. Entre los surfactantes no-i6nicos, los polietoxilados (POEs) son los mas
numerosos e interesantes técnicamente [242], destacandose por su uso difundido Triton
(X-100y X-114), Brij (-30,-56 y -97), Genapol (X-080) y en menor proporcion, los Tergitoles
(15-S-X), entre otros [209,210,216,221,232,239,241,254-260].
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Figura 1.13. Estructuras moleculares del alcohol primario etoxilado Genapol X-080 y los alcoholes
secundarios etoxilados Tergitol 15-S-X (15-S-7 y 15-5-9).

Genapol X-080 (GX) es un surfactante no-idnico estructurado del tipo de los
alcoholes alifaticos primarios etoxilados, con una cadena hidrofébica de 12 alquilos y 8 OEs
(grupos oxietilenos) en su region hidrofilica (Fig. 1.13). Por su parte, los surfactantes no-
idnicos Tergitol 15-S-7 (Tg7) y Tergitol 15-S-9 (Tg9) son mezclas de alcoholes alifaticos
secundarios etoxilados con 11-15 carbonos en la cadena alquilo hidrofébica y con un
numero medio de OEs de 7,3 y 8,9 respectivamente, como cabeza hidrofilica (Fig. 1.13).
Tanto GX como los tergitoles son biodegradables y no-téxicos. Ademas, presentan la
cualidad de ser transparentes en la regién UV 240-280 nm, facilitando el seguimiento de
procesos de purificacién de moléculas aromaticas o con dobles enlaces conjugados que

adsorben en esa zona espectral.

Utilizando la metodologia de EDFA (extraccién en dos fases acuosas), se han
aplicado con éxito SMAs de GX para recuperar y cuantificar vitaminas Ay E a partir de suero
humano [261], recuperar polifenoles de aguas residuales en la extraccion de aceite de oliva
[216] y del orujo del vino [211]. De particular interés para el presente trabajo han sido los
reportes sobre los sistemas micelares de GX que han sido usados para extraer daidzeina de
Puerariae radix [262] e isoflavonas totales de soja [263], aunque los resultados fueron

disimiles.

Por su parte, SMDFAs deTg7 y Tg9 se han utilizado para extraer hidrocarburos
aromaticos policiclicos de soluciones acuosas [210], asi como en la separacion y pre-
concentraciéon de contaminantes organicos en suelos y de aguas residuales [214].
Recientemente, la aplicacion de EM (extraccién micelar) con sistemas de estos dos
surfactantes también se consider6 para la recuperacion de carotenoides de macroalgas
marrones [250]. SMAs de Tg7 también fueron aplicados para extraer acidos grasos en
cultivos de microalgas [215,260]. Sin embargo, atin no se ha aplicado ninguno de los
surfactantes de la familia de los tergitoles en la recuperacion de fitoquimicos presentes en

la soja.
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CAPITULO 2 - Objetivos

2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es desarrollar una estrategia
extractiva con sistemas micelares formados por alcoholes alifaticos etoxilados, que permita
detoxificar subproductos de soja preservando/mejorando la calidad nutricional y

propiedades bioactivas proteica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para el logro del objetivo general del trabajo se propusieron los siguientes objetivos

especificos:

i) Caracterizar los sistemas micelares formados por los alcoholes alifdticos
etoxilados pertenecientes a las series Genapol X (Genapol X-080) y Tergitol 15-S
(Tergitol 15-5-7 y Tergitol 15-S-9).
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ii)

Se determinardn parametros fisicoquimicos y patrones de comportamiento asociados
al proceso de autoensamblado de los surfactantes, tales como la concentracidon micelar
critica, las curvas de coexistencia de fases, la morfologia y el tamafio de las micelas,
entre otros. Se analizaran los resultados obtenidos, los efectos observados en presencia
de ciertas sales y se vincularan con la estructura del surfactante, entendiéndose esto
como un prerrequisito para la comprensiéon y comparaciéon del desempefio extractivo
de los diferentes sistemas.

Definir los indicadores de seguimiento y valoracién del proceso de destoxificaciéon
de harina de soja.

La eficiencia extractiva se medira por la reduccién en el contenido de antinutrientes y
por la calidad nutricional/biofuncional de las muestras sometidas al proceso. Los
antinutrientes mas significativos presentes en harina de soja, tales como inhibidores
de proteasas y oligosacaridos no digeribles, se determinaran mediante técnicas que
sean sencillas y aplicables a nivel industrial. Para ello se trabajara en la simplificacion,
reduccién de costos y tiempos, de protocolos ya reportados en la literatura. El valor
nutricional de las harinas de soja, pre y post tratamiento, se estimara midiendo el
contenido de proteina soluble y la bioactividad proteica (capacidad antioxidante y
actividad inhibitoria de la enzima conversora de angiotensina-I). Esto se llevara a cabo
mediante la adaptacion de técnicas ya valoradas sobre otras matrices. Se

complementaran estos resultados con estudios de digestibilidad in-vitro.

iii) Explorar el proceso de lixiviado de harina de soja y evaluar la potencial capacidad

extractiva de isoflavonas de los sistemas micelares propuestos.

Se analizaran los factores mas relevantes del proceso de lixiviado, tales como el pH y el
tiempo, de modo de definir las condiciones que maximicen la extraccién de inhibidores
de proteasas y minimicen la pérdida del contenido proteico del material tratado.
Adicionalmente, se evaluara la habilidad extractiva de isoflavonas, potenciales
subproductos del proceso extractivo, por parte de los sistemas micelares propuestos.
La viabilidad y conveniencia de esta alternativa se definird en base a la comparacion
rigurosa de estos resultados con los obtenidos con otros sistemas/solventes
tradicionales.

Optimizar la extracciéon con los sistemas micelares seleccionados.

Mediante la utilizacidon de arreglos experimentales adecuados que permitan el uso de
herramientas estadisticas rigurosas, se cribardn las variables que afecten
significativamente la extraccidn con los sistemas de Genapol X-080, Tergitol 15-S-7 y
Tergitol 15-S-9, y se modelaran las respuestas (contenido de inhibidores de proteasas,

proteina y polifenoles en los extractos). Se determinaran las condiciones 6ptimas que
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permitan maximizar la recuperaciéon de isoflavonas e inhibidores de tripsina en el
lixiviado y minimizar la caida del nivel proteico en la matriz tratada.

v) Disefiar una estrategia de detoxificacion de harina de soja, basada en la utilizacion
de los sistemas micelares.
En base a los resultados obtenidos a partir de los restantes objetivos, se propondra y
llevara a cabo un proceso extractivo sobre harina de soja con los sistemas micelares
seleccionados. El mismo se evaluara con los indicadores de seguimiento definidos
precedentemente. Se compararan los resultados con los obtenidos por una estrategia
convencional a fin de concluir sobre las fortalezas y debilidades de la metodologia

propuesta.
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“El pensamiento légico puro no

puede brindarnos ningtin conocimiento del
mundo empirico; todo conocimiento de la
realidad empieza en la experiencia y termina
enella.”

Albert Einstein






CAPITULO 3 - Materiales y Métodos

3.1. MATERIALES

Los surfactantes Genapol X-080 (GX), Tergitol 15-S-7 (Tg7), Tergitol 15-S-9 (Tg9),
Triton X-114 (TX114) y dodecil sulfato de sodio (SDS) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EE. UU.). Se adquirieron polietilenglicoles de masa molecular 8000 (PEG8000) y
600 (PEG600) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).

Harinas de soja desgrasadas sin desactivar (blanca) y desactivada (tostada), ambas
obtenidas de Molinos Rio de la Plata (San Lorenzo, Argentina). Una muestra de harina

comercial adicional, fue obtenida en un comercio local.

Tripsina (bovina) cristalina desalinizada (TRP), pepsina de cerdo (800-1000 U/mg
de proteina), pancreatina (4xUSP), enzima conversora de angiotensina-I (peptidil-
dipeptidasa A, EC 3.4.15.1, 5,1 U/mg), a-N-benzoilo-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA)

cristalino, sales biliares y trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2 carboxilico)
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fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.) y utilizados sin purificaciéon
adicional. El complejo enzimatico comercial Corolase PP se adquiri6 de AB Enzymes GmbH
(Darmstadt, Alemania). La L-serina se adquiri6 en Merck (Darmstadt, Alemania). La
fluoresceina [3',6'-dihidroxispiro (isobenzofuran-1[3H],9'[9H]-xanten)-3-ona] se adquirié
de Fisher Scientific (Hanover Park, IL). El1 AAPH [2,2'-azobis (2-amidi-nopropano)
dihidrocloruro] se adquirié en Aldrich (Milwaukee, WI). El tripéptido Abz-Gly-Phe(NO2)-
Pro se obtuvo de Bachem Feinchemikailen (Bubendorf, Switzerland). El Tris

[tris(hidroximetil)aminometano] se obtuvo de Fluka (Gmbh, Germany).

Los patrones de isoflavonas (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) se disolvieron en
metanol puro hasta obtener las siguientes concentraciones: daidzina 1,5-80,0 pg/mL;
daidzeina 0,3-17,0 pg/mL; genistina 0,7-40,0 pg/mL y genisteina 0,2-13,0 pg/mL. Las

tabletas de isoflavona de soja, conteniendo 79 mg IF /g, se compraron en una farmacia local.

Metanol (MetOH) y etanol (EtOH) absolutos fueron de calidad HPLC, y se usaron tal
como se recibieron sin purificacidn adicional. Todos los demas reactivos fueron de calidad

analitica y se usaron sin purificacién adicional.

Se utiliz6 agua desionizada para preparar todas las soluciones.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Espectrometria en IR medio (ATR-FTIR)

Se realizaron mediciones en infrarrojo medio aplicando transformada de Fourier,
caracterizando primero los surfactantes estudiados y luego la harina de soja y concentrados
proteicos producidos como se describe en la Secciéon 3.2.25. Todos los espectros fueron
adquiridos como media de 30 mediciones y una resolucién de 4 cm-, en la region de 4000-
500 cm! y se expresaron como absorbancia estandarizada segliin el maximo de cada
espectro. Para el caso de la harina y concentrados, la segunda derivada de la banda de amida
[ se utilizé para identificar los diferentes componentes espectrales, realizandose
posteriormente una deconvolucion espectral con un ajuste gaussiano [264,265]. El andlisis
de FTIR se llevé a cabo en un espectrometro de infrarrojo, modelo ABB MB3000 (ABB,
Switzerland), equipado con un detector de sulfato triglicina deuterado y provisto de un
accesorio horizontal de reflexion unica MIRacle™ (PIKE Technologies, USA), para

reflectancia total atenuada (ATR), con una placa de cristal de diamante/Se.
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3.2.2. Concentracion micelar critica (CMC)

Las CMCs de los surfactantes Tergitol 15-S-7 y Tergitol 15-S-9 fueron determinadas
siguiendo la metodologia presentada por Zana, Lévy y Kwetkat (1998) [266], con algunas
modificaciones. La misma se basa en el empleo del compuesto fluorescente 1-anilino-8-

naftaleno sulfonato de amonio (ANS) como sonda sensible a entornos hidrofébicos.

Intensidad de fluorescencia
|

Concentracion de surfactante (% m/m)

Figura 3.1. Diagrama tipico de la dependencia de la intensidad de fluorescencia del ANS con respecto a
la concentracién de surfactante.

El procedimiento consisti6 en la mezcla de 990 pL de muestra (soluciones con
concentraciones crecientes de Tg7 y Tg9 en el rango 0-10-2 % m/m) y 10 uL de una soluciéon
3,2 mg/mL de ANS en microtubos (tipo eppendorf) de 1,5 mL. Luego de homogeneizar e
incubar cada sistema a 25 °C durante 2 min, se tomaron 200 uL de cada medio para realizar
las medidas de fluorescencia en un lector de microplacas FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech,
Offenburg, Alemania). Se seleccionaron como longitud de onda de excitacion y emisién 350
y 485 nm respectivamente, valores correspondientes al pico emisivo del ANS. El equipo fue
controlado por el programa FLUOstar Galaxy v.1.32 R2 para medicién de fluorescencia,
provisto por el fabricante. Se utilizaron microplacas de poliestireno negro de 96 pocillos
(Nunc, Dinamarca) para el ensayo. Los datos se expresaron como dispersiones de tres
experimentos independientes y la CMC se determindé mediante la interseccién de dos

regresiones lineales de primer orden (Fig. 3.1), aplicada a dichos datos.

3.2.3. Punto de turbidez (PT)

Se determind el punto de turbidez (PT) de diferentes soluciones de los surfactantes

GX, Tg7 y Tg9 mediante el método, descrito por Watanabe y Tanaka (1978) [267], que
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consiste en la deteccion visual de la temperatura a la que una solucién de concentraciéon

conocida de un determinado surfactante se vuelve nebulosa.

Fase micelar + Fase acuosa

Temperatura (°C)
1

Fase micelar @\

T T T T T T T

Concentracion de surfactante (% m/m)

Figura 3.2. Diagrama tipico de coexistencia de fases para sistemas micelares acuosos de surfactantes
no-iénicos. La curva representa las temperaturas de PT segun la concentracién de surfactante.

Para ello, se prepararon 5 mL de sistemas conteniendo surfactante (0-10% m/m para
ambos tergitoles y so6lo al 1% m/m para GX) y NaCit (50, 100 y 200 mM) a pH 4,5,
homogenizados durante 1 h a temperatura ambiente. Estos sistemas fueron colocados en
un bafio transparente de ultra-precision CT 52 (SI Analytics) a 22 °C (temperatura a la cual
se observo una clara y unica fase en todos los casos) durante 30 min. Transcurrido este
tiempo, comenzd a aumentarse la temperatura de manera escalonada, con incrementos de
0,1 °C, dejando estabilizar 5 min en cada temperatura. La apariciéon de una nebulosa estable
en una solucion se tomd como el inicio de la divisién de fases, siendo la temperatura para la
cual se observé este fenémeno el correspondiente PT de dicha solucién. Para el caso de los
tergitoles, los valores de punto de turbidez observados se graficaron en funcién de la
correspondiente concentracién de surfactante, obteniéndose asi los diagramas de
coexistencia caracteristicos (Fig. 3.2) para cada sistema surfactante/sal. Se realizaron tres

repeticiones de cada experimento para ponderar el desvio muestral.

3.2.4. Espectrometria de dispersion de luz (DLS/SLS)

Las medidas DLS/SLS fueron hechas en un angulo de deteccién constante de 173 °
mediante la tecnologia llamada NIBS (Non-Invasive Back-Scatter) que permite reducir el
efecto conocido como dispersién multiple y la influencia de contaminantes en la muestra.

Se utilizd el espectrometro de correlacion fotométrica Zetasizer NanoZSP (Malvern
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Instruments Ltd., UK), que permite la medida de tamafios de particulas entre 0,6 nm y 6 um.
Este equipo esta provisto de un laser He-Ne de 10 mW con una longitud de onda de emisién
de 633 nm. Los datos fueron adquiridos y analizados mediante el software Zetasizerv. 7.11
(Malvern Instruments Ltd., UK). En todos los casos se utilizé6 una cubeta de vidrio de

apertura cuadrada PCS1115 (Malvern Instruments Ltd., UK).

3.2.4.1. Dispersion dindmica de luz (DLS)

Se utiliz6 DLS para medir la distribucién de tamafios de las micelas en soluciones de
surfactante con una concentraciéon 0,01 g/mL (1% m/m). Todas las muestras analizadas
fueron filtradas con filtros de membrana de 0,45 um (Millipore, Billerica, MA, USA), con
previa saturaciéon de la membrana con la respectiva muestra, para evitar pérdidas de
particulas por adsorcién. Las medidas se realizaron a temperatura variable segin cada
muestra, luego de 4 minutos de incubacién, reportandose la media de tres experimentos

independientes.

DLS mide la variacion de las intensidades de dispersién de luz de una suspensiéon en
el tiempo. Proporciona informacién sobre el movimiento aleatorio de las particulas y, por
lo tanto, puede utilizarse para medir el coeficiente de difusién de las mismas. Teniendo en
cuenta este tipo de movimiento, la sefial fluctuante de la intensidad de dispersion, puede
procesarse generando una funcién de autocorrelacion, g(t), donde 7 es el tiempo de retraso
o relajamiento. Para una suspensién monodispersa de particulas rigidas y globulares, la

funcién de autocorrelacion viene dada por:

g(t) = Aexp(—2q¢*D,,T) + B (3.1)

donde Dy, es el coeficiente de difusion traslacional; A es una constante 6ptica que depende
del disefio del instrumento; g es la magnitud del vector de onda de luz dispersay B es la

linea de base.

Luego, el radio hidrodindmico (R:), y consecuentemente el didmetro hidrodinamico
(dr) pueden estimarse a partir del valor de D, obtenido, utilizando la ecuacién de Stokes-

Einstein:

kyT

=2 3.2
6mnoDm (32)

h

donde ks es la constante de Boltzmann (1,380648813 10-23 g cm?/s2 K); T es la temperatura
absoluta de la solucion; y 1, es la viscosidad del solvente (0,0089, 0,0090, 0,0093 y 0,0101
g/s cm, para agua, NaCit 50 mM, NaCit 100 mM y NaCit 200 mM respectivamente a 298 K).
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Debe tenerse presente que a medida que aumenta la concentracién de micelas, éstas
pueden interactuar entre si afectando su velocidad de difusiéon y por tanto el diametro
hidrodindmico medido. La siguiente relacién, propuesta por Debye, representa la
dependencia del coeficiente de difusién medido (D) con la concentracién del surfactante

en la muestra (C):

D,, =D°(1+ k,C) (3.3)

donde DY es el coeficiente de difusién en régimen de dilucidn infinita y kp es el parametro
de interaccién de difusion. Para estimar este efecto se realizaron medidas de D, empleando
soluciones acuosas de surfactantes de concentraciones: 0,001; 0,0025; 0,005; 0,0075y 0,01
g/mL en agua y en sistemas tamponados a pH 4,5 con NaCit (50 mM, 100 mM y 200 mM).
Las medidas se efectuaron por triplicado, luego de 2 min de incubacién, reportandose el

valor medio.

La ordenada al origen del grafico Dn vs C, conocido como diagrama dindmico de
Debye, corresponde a D? y la pendiente de la curva ajustada es kpD?. Por lo tanto, kp puede
calcularse a partir de la pendiente de esta curva. El diametro hidrodinamico d;, calculado
mediante la ecuacién 3.2 a partir de D, depende de las interacciones y se lo conoce como
didmetro hidrodindmico “aparente” mientras que aquel obtenido empleando D¢,
simbolizado como dj, puede considerarse como el didmetro hidrodindmico “verdadero”.
Por su lado kp puede interpretarse, entonces, como una medida de las interacciones entre

las micelas.

Finalmente, cabe mencionar que, al aplicar la técnica de DLS, para el caso de
funciones de correlacién monomodales, es aconsejable utilizar el andlisis de acumulados en
lugar del método de distribucidn, ya que es un procedimiento simple y robusto que no hace
ninguna suposicién sobre la distribuciéon de tamafos de la muestra. Los parametros
obtenidos por el mismo son el valor medio para el tamafio (Z-promedio) y la amplitud de la
curva de dispersién conocida como Indice de Polidispersidad (PdI). El Z-promedio es un
valor calculado de didmetro basado en la intensidad y es comparable con otros resultados
s6lo si se utiliza el mismo angulo de dispersion. Todos los valores de d, informados

corresponden a los valores de Z-promedio.

3.24.2. Dispersién estdtica de luz (SLS)
La masa media de las micelas en los sistemas estudiados, se determind por SLS
midiendo la intensidad de luz dispersada por la muestra a diferentes concentraciones y

aplicando la ecuacion de Rayleigh:
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KC (1
Ro

. + ZAZC) P(6) (3.4)

donde Rg, razén de Rayleigh, es la fraccion de la luz incidente dispersada por la muestra; M,
es la masa molecular promedio de las particulas de la muestra; A es el segundo coeficiente
del virial; C es la concentracién de la solucién (en g/mL); P(8) es 1a dependencia angular de

la intensidad de dispersion de la muestra y K es una constante 6ptica que se define:

2m?nd rdn*

g =T (_”) (3.5)
Ny \dC

siendo N4 el nimero de Avogadro; Ao, 1a longitud de onda del laser (633 nm); ny, el indice de

refraccion del solvente y dn/dC, el cambio diferencial del indice de refraccién con la

concentracion en el rango de trabajo (entre 0,001 - 0,01 g/mL).

El estandar utilizado en el presente trabajo fue tolueno, dado que presenta razones
de Rayleigh adecuadamente altas y conocidas en un amplio rango de longitudes de onda y

temperaturas.

< - KC : (s
La representacion grafica de = US C se conoce como diagrama estatico de Debye y
6

permite la determinacién tanto de M, como de A;. Graficos lineales como los obtenidos en
el presente trabajo, permitieron despreciar la dependencia angular de la intensidad de

dispersion (P(0) = 1, segun la ecuacion 3.4).

Se emplearon soluciones acuosas de surfactantes de concentraciones: 0,001;
0,0025; 0,005;0,0075y 0,01 g/mL en agua y en medios tamponados a pH 4,5 con NaCit (50,
100 y 200 mM). Las medidas se efectuaron por triplicado, luego de 2 min de incubacioén,
reportandose el valor medio. Para determinar la constante 6ptica K, necesaria en el calculo
de la masa molecular, se midi6 la variacién del indice de refraccién con la concentracion
(dn/dC) mediante el detector diferencial de indice de refraccién (n) K-2301 (Knauer GmbH,
Germany), con un dngulo de medida de 45 ° y una fuente de luz de 950 = 30 nm. Todas las
muestras analizadas fueron filtradas con filtros de membrana de 0,45 pm (Millipore,
Billerica, MA, USA), con previa saturacion de la membrana con la respectiva muestra, para

evitar pérdidas de particulas por adsorcidn. La temperatura de trabajo fue 25 °C.

3.2.5. Parametros morfolégicos

3.2.5.1. Niimero de agregacion
El niimero de agregacion micelar (Nqg) se calculé como el cociente entre el M, (masa

molecular media de las micelas) y la masa molecular de un monémero de surfactante.
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3.2.5.2. Area superficial de la regién hidrofilica en la micela

En la superficie total de la micela, el area que corresponde a cada molécula de
surfactante, ag, es un parametro estructural que desempefia un papel importante en la
geometria y el empaquetamiento micelar [268], controlando la magnitud de las repulsiones
estéricas entre los grupos hidrofilicos [269]. Este parametro se determiné suponiendo
geometria esférica, por lo cual se calcul6 el diAmetro correspondiente a una micela anhidra

(dann) como:

313 Vanh

o (3.6)

dann = 2

donde V..ses el volumen anhidro medio de las micelas, calculado a partir de los datos de M,

y del volumen especifico parcial (v):

Vann = 3 (3.7)
Ny
Con el fin de obtener los valores de volumen especifico parcial de GX, Tg7 y Tg9, se
llevaron a cabo mediciones de la densidad (p) de soluciones de surfactante en el rango de
concentraciones de trabajo, no observandose diferencias significativas en ningtin caso. Esto
puede deberse principalmente a que las densidades de los tres surfactantes puros son muy
proximas a la del agua a la temperatura de trabajo (1,0501 g/cm3 para GX, 0,9890 g/cm3
paraTg7y 1,0016 g/cm3 para Tg9). Siguiendo lo sugerido por Molina-Bolivar, Aguiar y Ruiz
(2001) [242] para Triton X-100, se tom6 como medida alternativa para estimar el v a la

inversa de las densidades de los surfactantes puros (0,9524 cm3/g para GX, 1,0111 cm3/g
para Tg7 y 0,9984 cm3/g para Tg9).

Finalmente, el ao se calcul6 a partir de la siguiente expresion:

2
_ ndanh

an =
0 Nag

(3.8)

3.2.5.3. Pardmetro de empaquetado

Israelachviliy col. (1977) [270], y Mitchell y Ninham (1981) [271] han desarrollado
una teoria de la estructura micelar, basada en la geometria de varias formas micelares y el
espacio ocupado por los grupos hidrofilos e hidréfobos de las moléculas tensioactivas. El
volumen ocupado por los grupos hidréfobos en el nicleo micelar (Vi), la longitud del grupo

hidréfobo en el nticleo Iy el area de la seccion transversal, ag, ocupada por el grupo hidraéfilo
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en la superficie, se utilizaron para calcular el parametro de empaquetado (PE), que

determina la forma de la micela [272]:

V)
PE =" (3.9)
lcao
Segun Tanford [272],
Vi = 27,44 269N, expresado en A3 (3.10)
I, <154+ 1,265N, expresado en A (3.11)

donde N. es el nimero de atomos de carbono de la cadena inscripta en el nicleo micelar (el
numero total de carbonos que la componen o uno menos). Para cadenas alifaticas saturadas,

I. puede ser hasta el 80% de la cadena completamente extendida.

Tabla 3.1. Estructura micelar segun valores de PE

Valor de PE Estructura de la micela
0— i (0-0,3) Esférica en medio acuoso
% - % (0,3-0,5) Cilindrica en medio acuoso
%— 1 (0,5-1) Lamelar en medio acuoso

3.2.54. Factor de Perrin

El factor de Perrin o de forma (FP) es una medida de cdmo la conformacién de la
particula se desvia de la forma esférica. FP se define como el cociente entre el coeficiente de
friccion hidrodinamico corregido (ficorreg) y aquel correspondiente a la particula esférica

anhidra equivalente (funn). Los valores de fann V f correg S€ calcularon como se muestra a

continuacion:
= dann 3.12
fanh - 67—"]0 2 ( . )
dp
fn correg — 6mn 7 —SL (3.13)
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donde 7y es la viscosidad del medio y SL es el espesor de una sola capa de solvente (SL =
0,25 nm), valor que se sustrae al radio hidrodindmico (dj /2) [273]. Esta correccién,
descuenta el efecto que la capa de hidrataciéon micelar tiene en el f;, determinado

experimentalmente.

Luego se obtuvo:

FP = fh correg (3.14)
fanh

El valor de FP fue utilizado para estimar el cociente axial para particulas elipsoidales

[273].

3.2.6. Preparacion de harinas de soja con diferente actividad inhibitoria de
tripsina (TIA)

Para extender el rango de actividad antitriptica (TIA) a analizar por los métodos de
determinacién de TIA discontinuo (convencional) y continuo (propuesto en este trabajo),
algunas de las muestras de harina fueron sometidas en nuestro laboratorio a tratamientos
de desactivacién térmica suaves y moderados. Estos se llevaron a cabo incubando muestras
en horno (calor seco) a dos temperaturas (80 y 100 °C), durante diferentes periodos de
tiempo (1; 1,5 y 2,5 h). A continuacién, se describe la nomenclatura utilizada para la

identificacion de cada muestra y su respectivo tratamiento:

e Muestra 1: Harina de soja desgrasada sin tratamiento térmico de
desactivacion (blanca).

e Muestra 2: Harina de soja desgrasada sometida a calentamiento en horno a
80°C, 1h.

e Muestra 3: Harina de soja desgrasada sometida a calentamiento en horno a
100 °C, 1,5 h.

o Muestra 4: Harina de soja desgrasada desactivada por el proveedor
(tostada).

e Muestra 5: Harina de soja desgrasada comercial.

e Muestra 6: Harina de soja desgrasada comercial sometida a calentamiento

en horno a 100 °C, 2,5 h.

3.2.7. Extraccion de inhibidores de tripsina (IT) y proteinas totales

La extraccion de IT se realizé mezclando 1,00 g de harina de soja (tratada/no
tratada) con 50,00 mL de NaOH 10 mM y agitando durante 3 h a temperatura ambiente,
segun el método estandar propuesto por Kakade y col. (1974) [274] que posteriormente fue

modificado [275]. Un paso final de centrifugacién por 10 min a 3500 rpm, permiti6 separar
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el sobrenadante (extracto de harina soja) para los ensayos de actividad inhibitoria de

tripsina (TIA4) y proteinas totales en solucion.

3.2.8. Método de determinacion de TIA discontinuo

Se sigui6 el método descripto por Kakade y col. (1974) modificado (AOCS, 2009)
[275] basado en la capacidad del IT de inhibir la actividad de la tripsina (TRP) frente a un
sustrato cromogénico especifico: N-alfa-Benzoil-DL-Arginin p-Nitroanilida (BAPNA). La
reaccion entre TRP y BAPNA en ausencia de IT (extracto de harina soja) se llevé a cabo
durante 10 min a 37 °C y fue detenida mediante adicion de acido acético al 30% (V/V). La
mezcla de reaccién se centrifugd durante 15 min a 10000 rpm y se filtré a través de papel
Watman N° 2 para asi obtener un sobrenadante clarificado. Luego se determiné la
absorbancia del producto de la reaccién, p-nitroanilina, a 410 nm. La preparacién de las
soluciones de TRP y BAPNA, todos los pasos del protocolo y el calculo final se realizaron
siguiendo exactamente el método de AOCS (2009) [275]. Los resultados se expresaron en
unidades de inhibicién de tripsina (TIU, por sus siglas en inglés) por gramo de harina de

soja, TIU/g.

Cada TIU se define como el cambio de 0,01 unidades de absorbancia a 410 nm por
10 mL de sistema reactante después de 10 min de reaccién en tampon Tris pH 8,20, 50 mM

a37°C.

3.2.9. Método de determinacion de TIA continuo

El método modificado propuesto, tiene el mismo fundamento que el discontinuo,
pero en este caso la determinacion de la actividad de la TRP frente al BAPNA se monitore6
de manera continua en el tiempo, llevando a cabo la reaccién directamente en la cubeta del
espectrofotémetro. Los pasos de detencion de la reaccién con acido acético y de clarificacion
para reducir la turbidez fueron eliminados (no son necesarios). Si bien las concentraciones
finales (en cubeta) de todos los reactivos -enzima, sustrato y tampon- fueron las mismas
que en el método estandar, las concentraciones y volimenes de las soluciones de trabajo
fueron modificadas para mejorar el procedimiento y hacerlo mas simple. Particularmente,
se destaca la reduccién del volumen final de reaccion desde 10 a 2,5 mL. Todos los detalles

del método modificado se describen a continuacion:

3.2.9.1. Reactivos
Las soluciones madre y de trabajo de TRP y BAPNA se prepararon de acuerdo a las

siguientes indicaciones.
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La solucién madre de TRP se prepar6 disolviendo 10 mg de TRP en 1 mL de HCl 1
mM. Se conservo a -18 °C hasta su utilizacién, homogeneizandose adecuadamente luego de
ser descongelada. La solucién de trabajo de TRP se prepar6 al momento de utilizarse,
mediante una dilucién 1:100 de la solucién madre con tampo6n Tris 50 mM pH 8,20. Esta

solucién se mantuvo en bafio de agua con hielo durante el ensayo.

La solucion madre de BAPNA se prepard disolviendo 100 mg de BAPNA sélido en
2,3 mL de dimetilsulféxido (DMSO0). Esta se mantuvo a -18 °C hasta el momento de uso. La
solucién de trabajo de BAPNA se prepard al momento del ensayo, diluyendo 1:100 la
soluciéon madre, previamente descongelada y adecuadamente homogeneizada, con tampon

Tris 50 mM pH 8,20.

3.2.9.2. Mediciones
Cada determinacién de TIA requiri6 de dos condiciones a ensayar: control (actividad
de TRP en ausencia de IT) y muestra (actividad triptica en presencia de IT). Los voliumenes

(mL) de reactivos/muestras y su secuencia de adicion se indican en la Tabla 3.2.

Inmediatamente después de mezclar, la absorbancia a 410 nm se registré durante
10 min, obteniéndose lecturas a intervalos iguales o inferiores al0 s. La velocidad de la
reaccién (unidades de Abs/min) se obtuvo a partir de la pendiente (m) de las curvas de Abs
vs. tiempo en ambas condiciones (Mcontrol ¥ Mmuestra). LOS ensayos se realizaron a

temperatura constante de 37 °C.

Tabla 3.2. Procedimiento para determinar T/A por el método continuo.

Reactivos Control®™  Muestra®
Tampodn Tris 0,050 M, pH 8,20 1,00 0,72
Solucién de trabajo TRP 0,20 0,20
Sobrenadante convenientemente diluido - 0,28

Mezclar por inversién y equilibrar a 37 °C por 2 min, luego adicionar

Solucién de trabajo BAPNA (preincubada a 37 °C) 1,30 1,30

*Valores correspondientes a volimenes en mL.

Debe notarse que en el método estandar se establece que, para minimizar el error,
el cambio en la Abs de 1a muestra debe ser entre 0,4-0,6 veces del valor correspondiente al
control. Para equiparar esta condicion en el método continuo, el sobrenadante (extracto de
harina soja) fue convenientemente diluido, introduciendo luego el correspondiente factor

de dilucion (Fp) en la expresion de calculo de TIA.
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Las mediciones de la absorbancia se llevaron a cabo en un espectrofotémetro JASCO

V-550 con una celda termostatizada de 1 cm de paso 6ptico.

3.2.9.3. Cdlculos
Los resultados (TIA) fueron expresados en unidades de inhibicidn de tripsina por g
de harina de soja (TIU/g), comparables con los arrojados por el método estandar

(discontinuo). Los calculos fueron hechos mediante la siguiente expresién:

100 2,5 (m —m )
TIU; _— ’ control muestra F 315
/e 0,280 pVe (3.15)

donde 100 es el factor de conversion de 0,01 unidades de Abs en TIU; Mcontrol-Mmuestra, 12
diferencia entre las pendientes de las curvas de reaccién en ausencia y presencia de IT
respectivamente; Fp, el factor de dilucién, calculado como el volumen final de la dilucién
preparada dividido por el volumen de alicuota del extracto; Vg es el volumen de extraccion
de 0,01 M NaOH, utilizado para 1 g de harina de soja, es decir 50 mL/g; 0,280, la alicuota

(mL) utilizada en el ensayo continuo y 2,5, el volumen final de reacciéon (mL) en la cubeta.

3.2.94. Modificaciones adicionales

El método continuo fue también evaluado acortando el tiempo de adquisicién de
datos de 10 a 4 y 2 min, pero manteniendo intactas las restantes condiciones. Una vez
validada la metodologia, también fue adaptado a volimenes reducidos de celda en

microplaca de 96 pocillos, como se muestra a continuacion en la Tabla 3.3:

Tabla 3.3. Adaptacion a microplaca del método continuo para determinar TIA.

Reactivos Control* Muestra
Tampon Tris 0,050 M, pH 8,20 140 101
Solucién de trabajo TRP 70 70
Sobrenadante convenientemente diluido 39

Equilibrar a 37 °C por 2 min dentro del lector de microplacas, luego adicionar

Solucidén de trabajo BAPNA (preincubada a 37 °C) 140 140

"Valores correspondientes a volimenes en pL.

La cinética se evalué durante 2 min. Tanto la incubacién como las lecturas se
realizaron en el espectrofotémetro Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Corporation)
operado mediante el software Skanlt 3.2 (Thermo Fisher Scientific Corporation). El calculo

de TIA también fue readaptado como sigue:
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100 0,350 (mcontrol - mmuestra)

TIU/ _
/g 0,039

FpVg (3.16)

3.2.10.Preparacion de aislados de proteina de soja

Se prepararon aislados de proteina de soja (SPI), como material de partida para la
determinacién de bioactividad, a partir de harina de soja desgrasada blanca por extraccién
acuosa bajo dos condiciones controladas de tiempo y temperatura (70 °C durante 1 h y 90
°C durante 30 min). Se utilizaron estas dos condiciones para evaluar el impacto del
tratamiento térmico sobre la hidrolisis por Corolase PP, ya que el nivel de desnaturalizacion
de proteinas puede facilitar, en funcién de la enzima utilizada, el acceso al sitio activo de la
hidroélisis. Asi, se prepararon dispersiones de harina de soja en una relacién harina/agua de
1:10, con un valor inicial de pH de 8,5 [276] y se calentaron de acuerdo con las condiciones
descriptas. Después del tratamiento térmico, el extracto se clarificé por centrifugacion a
5000 rpm durante 45 min, y a continuacion, se precipitd la proteina por acidificacién a pH
4,5 con HCI 2 N. La fraccién insoluble (aislado) fue separada por centrifugacién a 5000 rpm
durante 30 min y posteriormente, liofilizada. La preparacion de aislados de proteina de soja
(SPI) se llevd a cabo por duplicado para cada condicion. El contenido total de proteina del
SPI en base seca se determind por el método Dumas (Ptp), usando un analizador de
nitrégeno Leco (Modelo FP-528, Leco Corporation, St. Joseph, EE.UU.), utilizando un factor

de conversion de nitrégeno a proteina de 6,25.

3.2.11.Hidrdlisis enzimatica con Corolase PP

Se prepararon suspensiones (100 mL) al 1 % m/V de los liofilizados de SP],
obtenidos a 70 °C y 90 °C, y se precalentaron a la temperatura de hidrélisis (50 °C) durante
20 min para maximizar la solubilizacién. Luego, la protedlisis se llevo a cabo adicionando
Corolase PP en una relacidn de enzima:sustrato (10 mg de enzima/g SP], es decir 1 % m/m).
La hidrolisis enzimatica se llevo a cabo durante 24 h bajo las condiciones éptimas de
Corolase PP establecidas por el fabricante, es decir 50 °C pH 8,0. El seguimiento del proceso
se realiz6 tomando alicuotas (2 mL) del medio de reaccién a diferentes tiempos: 30 min, 1,
2,3,4,5,6,8,10y 24 h. Luego, la enzima se inactivdo mediante tratamiento térmico a 80 °C
20 min, y el sobrenadante se separé del precipitado mediante centrifugaciéon a 5000 durante
45 min. Finalmente, el sobrenadante que contiene los hidrolizados de proteinas (SPHs) se
almacend a -80 °C para su posterior andlisis. La hidrolisis se realiz6 por duplicado para cada
muestra, es decir 4 experimentos para cada tratamiento térmico inicial. Corolase PP
contiene quimotripsina, elastasa, dipeptidasa, actividades triptica y de aminopeptidasa,

junto con carboxipeptidasa Al y A2.
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3.2.12.Determinacion del grado de hidroélisis (GH)

El grado de hidroélisis (GH) de cada SPH se determiné usando el método OPA
descripto por Nielsen et al. (2001) [277], pero reduciendo los volimenes. Se agregd 1,5 mL
del reactivo OPA (reactivo a base de o-ftaldialdehido) sobre 200 uL de estdndar (Serina),
blanco (agua destilada) y muestra, dejandose luego reaccionar durante 2 min. Se midi6 la

absorbancia del producto de reaccion a una longitud de onda de 340 nm.

El GH (%) se calculé siguiendo las ecuaciones reportadas por Adler-Nissen (1984)

[278]:
Abs — Abs
Serina NH,= —— uestra blance 59516 0,01 (3.17)
Absesténdar - Absblanco X PtD
ina NHz —
B = Serina NH; — [ (3.18)
a
GH = 100 (3.19)
htot

Doénde:
Serina NHz = miliequivalentes de grupos amino de serina por g de proteina
h = namero de enlaces peptidicos hidrolizados
tor = Numero total de enlaces peptidicos por equivalente proteico (7,8 especifico
para proteina de soja)
B = 0,342 (especifico para proteina de soja)
a = 0,970 (especifico para proteina de soja)
AbSmuestra = absorbancia de la muestra a 340 nm
AbSpianco = absorbancia del agua a 340 nm
ADbSesiindar = absorbancia de L-serina a 340 nm
X = cantidad de muestra (g)

Ptp = contenido proteico de la muestra (%), ver Seccién 3.2.10.

3.2.13.Analisis por cromatografia de filtraciéon por geles

La distribucién de pesos moleculares de los SPHs, obtenidos segun la Seccion 3.2.11,
se analiz6 por cromatografia de filtracion por geles. La columna se hizo funcionar a una
velocidad de flujo de 0,4 mL/min con tampdn fosfato 0,025 M (pH 7), conteniendo NaCl 0,15

My 0,2 g/L NaNs. La absorbancia del eluyente se ley6 a 280 nm. Proteinas estandar con
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pesos moleculares conocidos (IgG, 150 kDa; BSA, 66 kDa; B-lactoglobulina, 36 kDa; a-
lactoalbimina, 14,178 kDa) se utilizaron para establecer una curva estandar de pesos
moleculares. Se utilizo el sistema FPLC de Pharmacia (Uppsala, Suecia) en una configuracién
que consta de dos bombas P-500 de desplazamiento positivo, una valvula motorizada
eléctrica MV-7, una columna de filtracién por gel preempacada con Superosa 12 HR 10/30,
un lector espectrofotométrico de simple canal UV1, una grabadora de doble canal REC-102

y un controlador LCC-500.

Para los posteriores analisis con cromatografia de filtracién por geles, las corridas
cromatograficas se realizaron a un flujo de 0,5 mL/min con tampén fosfato 25 mM (pH 7),
conteniendo NaCl 150 mM y 0,2 g/L NaNs. Proteinas estandar con pesos moleculares
conocidos (Tiroglobulina, 669 kDa; Ferritina, 440 kDa; Aldolasa, 158 kDa; Conalbiimina, 75
kDa; Ovoalbuimina, 43 kDa; Anhidrasa carbonica, 29 kDa; Ribonucleasa A, 13,7 kDa;
Aprotina, 6,5 kDa) se utilizaron para calibrar el sistema. Se utiliz6 el sistema AKTA pure 25
L (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg, Germany) en una configuraciéon que consta en dos
sistemas de bombas de pistdn de alto rendimiento, un sistema de monitoreo de presion para
proteccion de la columna, una cidmara de mezcla, una valvula de inyeccién V9-1A, una
columna Superdex® 200 10/300 GL conectada en serie a una columna Superdex Peptide
10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg, Germany), y un detector UV U9-L de

longitud de onda fija a 280 nm. El sistema se control6 mediante el software UNICORN.

3.2.14.Electroforesis (SDS-PAGE)

La composicién proteica de los SPHs también fue analizada por electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Inicialmente, las muestras se
mezclaron con un volumen igual de solucién tampén (6,00 g de glicerol; 1,60 g de dodecil
sulfato de sodio; 0,62 g de DTT disueltos en Tris 3 M pH 8,45) y se calentaron a 80 °C durante
5 min. La SDS-PAGE se realiz6 en un sistema Mini-Protean II de Bio-Rad (Hercules, CA,
EE.UU.), utilizando un gel de apilamiento al 4% y otro de corrida al 16,5%, segun lo
descripto por Schagger and von Jagow (1987) [279]. Las bandas proteicas se tifieron con
solucion de azul brillante Coomassie 0,25 % y después se decoloraron con una solucién 2,5:
1 (V/V) de acido acético y metanol, hasta que las bandas de proteinas quedaron claramente
visibles en una matriz de gel incoloro. Las muestras se corrieron junto a un patrén de masas

moleculares entre 11y 75 kDa.

3.2.15.Determinacion de proteinas totales en solucion (Pt)

El contenido proteico total en solucién (Pt) se determin6 mediante el método del

acido bicinconinico [280], adaptado a volimenes reducidos de celda en microplaca de 96
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pocillos. Para ello se preparé una soluciéon madre de acido bicinconinico (BCA, por sus siglas
en inglés) al 1,00% (m/V), tartrato sédico 0,16% (m/V), Na,COz 2,00% (m/V), NaOH 0,4%
(m/V) y NaHCO3 0,95% (m/V), llevandose a pH 11,2 con NaOH. También se prepar6 una
soluciéon madre de CuSO4 al 4,00% (m/V). La soluciéon BCA de trabajo se preparé diluyendo
1:10 una alicuota de la soluciéon madre de BCA y agregando luego una alicuota de CuSO;, al
4% para una proporcién 50:1 respectivamente. El protocolo se llevé a cabo colocando en
cada pocillo 25 pL. de muestra y luego agregando simultdneamente (en todos los pocillos)
200 pL de reactivo BCA de trabajo a cada uno, incubando 30 min a 37 °C. Las lecturas de
absorbancia se realizaron a 562 nm. La incubacién y las lecturas se realizaron en el
espectrofotdmetro Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Corporation) operado mediante

el software Skanlt 3.2 (Thermo Fisher Scientific Corporation).

3.2.16.Determinacion de la capacidad antioxidante

Se determind la capacidad de captacion de radicales de oxigeno (ORAC) por el
método propuesto por Contreras y col. (2011) [281]. En este se determina la disminucion,
ocasionada por el antioxidante, en la degradacién oxidativa de la fluoresceina en presencia
del generador de radicales peroxilo, el 2,2-azobis (2-methylpropionamide)-
dihydrochloride (AAPH). La degradacidn oxidativa de la fluoresceina se midié como el area
bajo la curva de extincion de la fluorescencia (ABC) [282]. Las mediciones de fluorescencia
fueron normalizadas por la curva producida por el blanco (sin antioxidante), como fue

propuesto anteriormente [283]. A partir de las curvas normalizadas, el ABC fue calculado:

i=97

ABC=1+ z £i/fo (3.20)
i=1

donde f; es la fluorescencia inicial leida a 0 min y f; es la fluorescencia leida a i min. La ABC

total correspondiente a cada muestra fue calculada como:

ABCtotal = ABCantioxidante - ABcblamco (3-21)

Se calcul6 la ecuacién de regresion entre la ABCioral y concentracion de antioxidante.
La pendiente de la ecuacidn fue utilizada para calcular el valor de ORAC, usando una curva
de calibracién de Trolox con diferentes concentraciones (9,98 104 - 7,99 10-3 mol/mL),
obtenida para cada ensayo. Los valores se presentaron como equivalentes de Trolox (TE),

expresados como pmol TE/mg material de partida en base seca.

Lareaccién se llevo a cabo a 40 °C en tampén de fosfato 75 mM (pH 7,4), conteniendo
la mezcla final del ensayo (200 pL): fluoresceina (70 nM), AAPH (14 mM) y muestra (a

diferentes diluciones). El AAPH y las soluciones de Trolox se prepararon en el dia y la
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fluoresceina se diluyd diariamente a partir de una solucién madre (1,17 mM) en tampoén
fosfato 75 mM (pH 7,4). Todas las mezclas de reaccion se prepararon por duplicado y se
realizaron al menos tres corridas independientes para cada muestra. La fluorescencia se
registr6 durante 97 minutos, utilizando el lector de placas FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech,
Offenburg, Alemania) con filtros de excitacién a 485 nm y de emisidn a 520 nm. El equipo
fue controlado por el software FLUOstar Galaxy v. 1.32 R2 para medicion de fluorescencia.
Se utilizaron Microplacas de poliestireno negro de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca) para el

ensayo.

3.2.17.Determinacion de la capacidad inhibitoria sobre ECA

Se midi6 la capacidad que presentaban las muestras de inhibir la actividad de la
enzima conversora de angiotensina-I (ECA) utilizando el ensayo fluorimétrico de
Sentandreu y Toldra (2006) [284], modificado por Quirés y col. (2009) [285]. El método se
basa en la capacidad de ECA de hidrolizar un sustrato especifico (0o-aminobenzoilglicil-p-
nitro-L-phenilalanil-L-prolina o ABz-Gly-Phe(NO2)-Pro) generando o-aminobenzoil-glicina

fluorescente (Aexc 360 nm, Aem 430 nm).

Se diluyé una enzima conversora de angiotensina-I comercial (EC 3.4.15.1, 5,1
U/mg) en 5 mL de una solucion de glicerol en agua ultra pura al 50%. Esta solucién fue
mantenida a -20 °C hasta su uso. La solucidn de stock fue luego diluida 1:24 con una solucién
tampdn Tris 150 mM, pH 8,3, conteniendo 1 puM de ZnCl,, alcanzandose una concentraciéon
en la solucion final de reaccion de 42 mU/mL. 40 pL de la solucion de trabajo de ECA fueron
agregados a cada pozo de la microplaca de reaccién, y luego ajustados a 80 uL por agregado
tanto de agua ultra pura para los controles, como de las muestras a analizar. La reaccién
enzimatica fue iniciada por adicién de 160 pL de una solucién 0,45 mM de ABz-Gly-
Phe(NO2)-Pro, disuelto en tampo6n Tris 150 mM (pH 8,3), conteniendo 1,125 M de NaCl,
mezclandose inmediatamente e incubando a 37 °C. La microplaca fue agitada
automaticamente antes de la primera lectura, y la fluorescencia generada fue medida

durante 30 min.

La actividad inhibitoria sobre ECA (iECA) fue expresada como valores de
concentracidn capaz de inhibir el 50% de la actividad enzimatica (ICso), como fue descripto
por Quiroés y col. (2007) [286]. Un modelado no lineal de los datos obtenidos se utiliz6 para

calcular los valores de ICso, los cuales fueron expresados como media * SD.

Las medidas se realizaron con el lector de placas FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech,
Offenburg, Alemania) con filtros de excitacién a 350 nm y de emisién a 420 nm. El equipo

fue controlado por el software FLUOstar Galaxy v.1.32 R2 para mediciéon de fluorescencia.
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Se utilizaron Microplacas de poliestireno negro de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca) para el

ensayo.

3.2.18.Analisis unifactorial de las condiciones de extraccion de IT
3.2.18.1.  Extraccién a diferentes pH

El efecto del pH sobre la extraccion de IT fue evaluado por un andlisis unifactorial.
Las extracciones se realizaron a temperatura ambiente, con agitacién magnética durante 30
minutos sobre suspensiones preparadas con 1 g de harina de soja desgrasada sin desactivar
y medios (50 mL) de diferentes pHs. Los pHs analizados fueron: 4,0; 4,5; 5,0; 6,5y 10,0. Los
primeros tres (4,0; 4,5 y 5,0) se consiguieron mediante tampon citrato de sodio 200 mM, el
pH 6,5 mediante H,0 destilada y el pH 10,0 mediante NaOH 10 mM. Luego de la extraccidn,
se decantd el sobrenadante (extractos), almacenandose a -18 °C para su posterior andlisis.

Las pruebas se realizaron por triplicado en dias sucesivos.

3.2.18.2.  Cinética de extraccion a pH 4,5

El progreso del proceso extractivo se analizé mediante extracciones con agitacion
magnética a temperatura ambiente por un periodo total de 4 h (240 min), tomando alicuotas
de 2 mL a diferentes tiempos (Tabla 3.4). El procedimiento se aplicd sobre suspensiones de
1 g de harina de soja desgrasada blanca (sin desactivar), en 50 mL de soluciéon tampdn de
citrato de sodio 200 mM pH 4,5. Los ensayos se realizaron por cuadriplicado en dias

sucesivos.

Tabla 3.4. Puntos de muestreo en
el tiempo de proceso.

Alicuota  Tiempo (min)

5
15
30
60
90

120
150
180
210
240

O 00 N o 1 B W N P

=
o
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3.2.18.3.  Evaluacion de los extractos

Los extractos provenientes de los procesos de extraccion realizados bajo diferentes
condiciones fueron analizados mediante la determinacién de su TIA y Pt segun las
metodologias en microplaca descriptas precedentemente (Secciones 3.2.9 y 3.2.15). Los
resultados se expresaron como porcentaje relativo a los valores de TIA y Pt determinada del

extracto de harina de soja bajo las condiciones descritas en la Seccién 3.2.7.

3.2.19.Extraccion de isoflavonas con diferentes solventes

La eficiencia extractiva de varios solventes se determind usando tabletas
comerciales de isoflavonas (suplementos dietarios) como matriz, con el fin de minimizar las
interferencias. Las pildoras se colocaron en un mortero de vidrio y se trituraron con el pilén
hasta obtener particulas finas y homogéneas. Este polvo se dividi6 en fracciones de 0,14 g
que se introdujeron en el fondo de tubos de vidrio y a los cuales se agregaron 2 mL de cada
uno de los siguientes solventes: agua, etanol (99 y 60% m/V), metanol, GX (1,5y 10% m/m),
Tg7 (1,5y 10%) m/m), Tg9 (1, 5y 10% m/m), TX114 (5% m/m), SDS (5% m/m), PEG8000
(5% m/m), PEG600 (5% m/m) y NaOH 10 mM. Los sistemas heterogéneos de
matriz/disolvente se mezclaron vigorosamente durante 30 min a temperatura constante
(25,0°C £ 0,1 °C), y luego se centrifugaron en microtubos a 12000 rpm durante 10 min. Los
sobrenadantes (extractos) se separaron para su posterior andlisis (Seccién 3.2.20)
mediante la determinacién del contenido polifendlico total (CPT) y/o la identificacion de las

[Fs por cromatografia en capa delgada o de alta eficiencia.

3.2.20.Contenido polifendlico total (CPT)

El contenido de polifenoles (CPT) se determind mediante el método colorimétrico
Folin-Ciocalteu [287] modificado, adaptando el procedimiento a celdas de microplaca de 96
pocillos. El procedimiento consistié en mezclar 30 pL. de cada sobrenadante (o su diluciéon
si fuera necesario) con 200 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (diluido 1:10) y 100 pL de
solucién de carbonato de sodio anhidro (7,4% m/V). Después de agitar bien e incubar
durante 30 min a 25 °C, se midi6 la absorbancia de las mezclas azules resultantes a 765 nm.
Se preparo una curva de calibracion de acido galico (0,025-0,200 mg/mL) para expresar los
resultados como mg de equivalentes de acido galico por mililitro de muestra (mg EAG/mL).
La incubacién y las medidas de absorbancia se realizaron en el lector de microplacas
Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Corporation) operado con el software Skanlt 3.2

(Thermo Fisher Scientific Corporation).
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3.2.21.1dentificaciéon de IFs por cromatografia en capa delgada

Los extractos con mayor CPT también se analizaron mediante cromatografia en capa
delgada (TLC, por sus siglas en inglés) mediante la técnica ascendente de una via, usando
placas pre-recubiertas con gel de silice (Merck & Co.). Las placas se desarrollaron en un
sistema disolvente de acetato de etilo/metanol/agua (100:13,5:10), luego se secaron y se
visualizaron en UV (254 nm). El factor de retencién (Rf) de cada banda se calculd y se
comparo con los correspondientes a los estandares de daidzeina, daidzina, genisteina y
genistina. El cromatograma densitométrico se obtuvo fotografiando en UV la placa, con el
gabinete UVP-Chromato-Vue C-75 y analizando el patron de intensidad puntual con la ayuda

del software Fiji/Image] [288].

3.2.22.Analisis multifactorial de cribado

Se realizé un diseno experimental para la determinacién de los factores mas
influyentes en la recuperacién de IFs a partir de tabletas comerciales molidas (Seccién
3.2.19) con sistemas de GX. Los efectos e interacciones de los factores mas significativos se
determinaron con la ayuda de un disefio factorial completo de 24 (4 = nimero de factores
experimentales). Para ello, se consideraron como factores a analizar a la concentracién de
surfactante (X4), el tiempo de extraccion (Xg), el pH (X¢) y 1a temperatura (Xp), siendo el CPT
en el sobrenadante la variable seleccionada como respuesta (Y). Se analizaron dos niveles
para cada factor: 5 y 15% m/m (concentracién de surfactante); 25 y 55 °C (temperatura);
pH 4,5y 8,0; 10 y 110 min (tiempo de incubacion). El disefio consisti6 en 16 experimentos
aleatorios, secuencia que se ejecutd por duplicado. Los niveles de los factores, codificados

como -1 (bajo) y +1 (alto), se muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Niveles para los 4 factores
experimentales.

Niveles
Factores

-1 +1
Xal 5 15
Xs? 25 55
X3 4,5 8
X 10 110

1 Concentracién de surfactante en %
m/m, 2temperatura en °C, 3pH y *tiempo
en min.
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Los experimentos se realizaron empleando una razén de masas tableta/SMA de 7%
m/m, mezclando las suspensiones en un agitador tipo carrusel y manteniendo la
temperatura de la extracciéon en una estufa de precisiéon SAN JOR Serie SLDB. Una vez
aplicados los tratamientos, los sistemas se centrifugaron a 5000 rpm 5 min para separar el
residuo remanente del sobrenadante. Los residuos se descartaron mientras que los

extractos fueron almacenados a -20 °C para su posterior analisis.

Los valores de respuesta (Y) de los experimentos del disefio factorial se ajustaron al

siguiente modelo lineal:

Y =B+ BaXa + BeXp + BcXc + BpXp + BapXaXp + BacXaXc + BapXaXp

(3.22)
+ Bp,cXpXc + BepXpXp + BepXcXp + €

donde Xy, X3, Xcy Xp son los niveles codificados de las variables independientes mencionadas
anteriormente; o, Bi y Bij son los coeficientes de regresion para el término independiente y

los efectos lineales y de interaccion binaria respectivamente; y ¢, el error residual [289].

3.2.23.0ptimizacion por superficies de respuesta
3.2.23.1.  Disefio compuesto central

Una vez determinados los factores mas influyentes en el lixiviado de IFs de tabletas
comerciales, descrito en la Seccién 3.2.22, se optimizé el proceso a través de un disefio
compuesto central de 22, consistente en cuatro puntos axiales y dos puntos centrales, para
un total de 10 tratamientos aleatorios. El disefio se ejecut6 por triplicado (un total de 30
experimentos) en dias sucesivos. La concentracion de surfactante (X4) y la temperatura (Xz)
se seleccionaron como factores experimentales mientras que el pH y el tiempo de extraccion
se mantuvieron constantes a 4,5 (NaCit 200 mM) y 60 min respectivamente. La Tabla 3.6
muestra los niveles de los factores codificados como -1 (bajo), 0 (punto central), +1 (alto) y

*a (axiales), y sus valores reales.

Tabla 3.6. Niveles para los 2 factores
experimentales.

Niveles
Factores

-a -1 0 +1 +a
Xal 3 5 10 15 17
Xg? 26 30 40 50 54

! Concentracién de surfactante en % m/m y ?
temperatura en °C
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Los experimentos se llevaron a cabo utilizando una razén de masas tableta/SMA de
7% m/m, mezclando con un agitador tipo carrusel dentro de una estufa de precisién SAN
JOR Serie SLDB. Una vez aplicados los tratamientos, los sistemas se centrifugaron a 5000
rpm 5 min para separar el residuo remanente del sobrenadante. Los residuos se
descartaron mientras que los extractos fueron almacenados a -20 °C para su posterior

analisis.

Los valores de respuesta (Y), es decir, el CPT en los sobrenadantes de cada

tratamiento, se ajustaron al siguiente modelo cuadratico polinémico:

Y = Bo + BaXa + BeXp + BaaXi + BapXaXp + PepX5 + € (3.23)

donde X4 y Xz son los niveles codificados de las variables independientes mencionadas
anteriormente; 3o, Bi, Bii y Bij son los coeficientes de regresion para el término independiente,
los efectos lineales, cuadratico e interaccion binaria respectivamente; y €, el error residual
[289]. Los graficos de superficie y contorno de las respuestas se generaron a partir este

modelo.

El tratamiento del disefio correspondiente a las condiciones mas préximas a las
Optimas se compard con una extraccion realizada con metanol en iguales condiciones de

tiempo y temperatura.

Adicionalmente, se aplic6 la condicion éptima resultante sobre harina de soja en una
raz6n harina/SMA del 2% m/m. A modo de control, la misma condicién de tiempo y
temperatura se utilizaron en una extraccién con metanol sobre la mencionada matriz
(harina de soja). La cantidad de IFs recuperada en los extractos de ambos procedimientos
se determinaron, a fines comparativos, mediante HPLC segin lo descrito en la Seccién

3.2.24.

3.2.23.2.  Diserfio Box-Behnken

Las mejores condiciones de extraccion de los principales antinutrientes de la harina
de soja mediante SMAs de GX, Tg7 y Tg9, se determinaron con un analisis en base
estadistica. Se implement6 una estrategia experimental que permitiera reducir el nimero
de experimentos necesarios para la optimizacién del proceso, asi como establecer los
factores mas influyentes. Para este fin se selecciond un disefio Box-Behnken, el cual es un
tipo de disefo de superficie de respuesta a 3 niveles que incluye un subconjunto de corridas
de un factorial completo a tres niveles. Los factores evaluados fueron concentracion de
surfactante (X4), temperatura (Xz) y tiempo de extraccion (Xc) y las variables respuestas (Y)

seleccionadas fueron la actividad inhibitoria de tripsina (TIA), contenido proteico (Pt) y
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contenido polifendlico total (CPT) de los extractos. Tanto TIA como las Pt se expresaron
como % considerando como 100% los valores obtenidos segun los explicado en la Seccién
3.2.7. Por su parte, CPT se expres6 en mg EAG/g de harina. El disefio result6 en un arreglo
de 15 tratamientos, el cual se ejecutd por triplicado (un total de 45 experimentos) en dias
sucesivos. Los niveles de los factores, codificados como -1 (bajo), 0 (punto central) y +1

(alto), se muestran en la Tabla 3.7.

Los experimentos se realizaron con una razén de masas harina/SMA de 10% m/m
en un medio tamponado con NaCit 50 mM a pH 4,5, mezclando las suspensiones con un
agitador tipo carrusel dentro de una estufa de precision SAN JOR Serie SLDB. Una vez
aplicados los tratamientos, los sistemas se centrifugaron a 5000 rpm 5 min para separar el
residuo remanente del sobrenadante. Los residuos se descartaron mientras que los

extractos fueron almacenados a -20 °C para su posterior analisis.

Tabla 3.7. Niveles para 3 factores
experimentales.

Niveles
Factores

-1 0 +1
Xat 1 5 9
X8> 30 50 70
Xé 10 45 80

1 Concentraciéon de surfactante en % m/m, 2

temperatura en °C y 3tiempo en min.

La ecuacién 3.24 representa en forma simboélica el modelo de respuesta
considerando todos los términos lineales, cuadraticos y los términos de interaccion lineal-

lineal:

Y =By + BaXa + BeXp + BcXc + BaaXs + BapXaXp + BacXaXc

: ) (3.24)
+ Bg,X5 + Be,cXpXc + BecXi + €

donde X4 y Xz son los niveles codificados de las variables independientes mencionadas
anteriormente; Bo, Bi, Bii y Bij son los coeficientes de regresion para el término independiente,
los efectos lineales, cuadratico e interaccion binaria respectivamente; y €, el error residual
[289]. Los graficos de superficie y contorno de las respuestas se generaron a partir este

modelo.
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La optimizacién simultdnea de las variables respuesta se bas6 en la funcién de
deseabilidad global [290]. Para definir esta funcion debieron establecerse dos pardmetros
importantes: el peso y el impacto. El peso define la forma de la funcién, cuando es 1, la
deseabilidad se comporta linealmente desde 0 en el valor bajo hasta 1 en el valor alto. Para
valores mayores a 1, se incrementa lentamente al principio y después se acelera. Si fuese
muy importante aproximarse al nivel maximo puede fijarse un peso grande. Por otro lado,
cuando algunas respuestas son consideradas mas importantes que otras, se define el
coeficiente de impacto asignandole valores entre 1 y 5. El valor mas alto determina la
respuesta mas importante. Particularmente, se considerd que TIA debia ser preponderante
frente a las otras respuestas, poniendo foco en la extraccién del maximo contenido posible
de IT y por ende en el proceso de detoxificacidn. Para ello, se establecieron los siguientes
pardmetros: -un peso de valor 2 para TIA y de valor 1 tanto para Pt como para CPT; -un

impacto de valor 5 para TIA y de valor 2 para las otras dos respuestas.

3.2.24.Determinacion de IFs por HPLC

La identificacién y cuantificacion de las isoflavonas extraidas se llevd a cabo
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Inicialmente, cada muestra
analizada fue convenientemente diluida (1:3 con MetOH puro) y filtrada en filtro de 0,45
um. La cromatografia se llevo a cabo en una columna de fase reversa (COSMOSIL 5C18-AR-
I1 Packed Column - 4.6 mm D.I. x 250 mm) con dos fases mdviles. La fase mévil A consistio
en agua ultra pura acidificada con acido acético glacial (0,1% V/V), mientras que la fase B
estuvo constituida por acetonitrilo acidificado con acido acético glacial (0,1% V/V). La
operacidn consistié en la inyeccion de 20 pL. de muestra y su elucidn con un gradiente lineal
desde 80 a 0% de fase A alo largo de 25 min, con un flujo constante de 0,8 mL/min y a una
temperatura de columna de 25 °C. La identificacién de cada IF se realizé teniendo en cuenta
el espectro de absorbancia y tiempo de retencion del respectivo patrén. La cuantificacion
de cada IF se realiz6 integrando las areas de los picos, interpolando las mismas en curvas
de calibrado realizadas con cada patron. Los resultados fueron expresados en pg de IF /g de
tableta o harina de soja en base seca, segin corresponda. Se utiliz6 el sistema modular de
separacién Waters e2695, con un detector de arreglo de fotodiodo UV /Vis (PDA 190-600

nm). La adquisicion de los datos y el analisis se efectué utilizando el software Empower 3.

3.2.25.Produccion de concentrados proteicos de soja
3.2.25.1.  Por acidificacion

Se prepararon concentrados proteicos de soja (SPCa) siguiendo el método clasico de
concentrado acidificado (Ma) [291]. Para ello, una dispersiéon de harina de soja al 20% m/V

en tampdn citrato 25 mM pH 4,5 (3 g de harina en 60 ml de tampo6n), se llevé a un bafio a 40
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°C, agitdndose 150 rpm durante 45 min. Luego de los 40 min, la dispersién se centrifug6 15
min a 4000 rpm y 15 °C, obteniéndose dos fracciones: sobrenadante (SWPa) y fraccién
insoluble (SPCa). SPCa fue neutralizado a pH 6,5 por agregado de 20 mL de solucién tampé6n
fosfato 25 mM pH 7,0 y 0,5 mL de solucién NaOH 1 M. Del SWPa se guardo una alicuota de

2 mLa-30 °Cy el restante volumen, junto al SPCa fueron liofilizados.

Tanto para el SPCa liofilizado como para la harina inicial, se analizé el contenido

proteico total por el método de referencia Kjeldahl (Ptx).

3.2.25.2.  Por utilizacién de SMAs

El proceso se realiz6 empleando tres sistemas micelares acuosos (SMAs) formados
por tensoactivos no-iénicos y citrato de sodio (NaCit) 50 mM a pH 4,5. Los surfactantes
empleados fueron: Genapol X-080 (GX), Tergitol 15-S-7 (Tg7) y Tergitol 15-S-9 (Tg9), a una
concentracion en el sistema de 5% m/m. La concentracién de detergente fue seleccionada
en base a los ensayos de optimizacién, descartando condiciones de alta viscosidad que

pudieran representar una desventaja técnica al momento de un posible escalado.

La preparacion del SMA de cada surfactante se efectu6 como se explica a
continuacion. Para 3 g de surfactante se adicion6 solucién tampdn NaCit 50 mM (pH 4,5)
hasta completarse 60 g, luego se llevé a bafio termostatizado durante 20 min para alcanzar
la temperatura de extraccion (45 °C). Similarmente, se pesaron en un erlenmeyer 3 g de
harina desgrasada blanca de soja y se llevaron al mismo bafio termostatizado para alcanzar
el equilibrio térmico con la solucién de surfactante. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién (20 min), ambos componentes se mezclaron, agitando durante 45 min y
manteniendo el sistema dentro del bafio termostatizado. A seguir, se retird el sistema del
bafio y se centrifugd durante 10 min a 4000 rpm a temperatura ambiente, obteniéndose un
pellet (SPC) y un sobrenadante, los cuales fueron separados por decantacion. El
sobrenadante se llevo nuevamente a bafio termostatizado (a una temperatura superior al
punto de turbidez de cada sistema) y se dejé reposar hasta separaciéon total de fases
(aproximadamente 15 min). Por simple decantacién se obtuvo un extracto de proteinas de
suero de soja (SWP) en la fase de baja concentracién de micelas o fase inferior (FI), y una
fase rica en micelas o fase superior (FS). Las temperaturas de separacion de fases se
seleccionaron en particular para cada surfactante, por encima de su PT en orden de obtener
similares volimenes de la fase rica en micelas o fase superior (FS), siendo 45 °C para GX y
Tg7,y 60 °C para Tg9. Se realizaron tres experimentos individuales para cada surfactante,
realizando el mismo procedimiento para cada uno. De los SWP se guard6 una alicuota de 2

mL a -30 °C y el restante volumen fue posteriormente liofilizado. Los SPCs fueron
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neutralizados a pH 6,5 por agregado de 20 mL de soluciéon tampoén fosfato 25 mM a pH 7,0
y 0,5 mL de soluciéon NaOH 1 M, y posteriormente liofilizados. La metodologia empleada

aqui se denominé Mp.

Finalmente, se analiz6 el contenido proteico total de cada SPC liofilizado por el

método de referencia Kjeldahl (Ptx).

3.2.26.Determinacion de oligosacaridos por HPLC

Al igual que para IF, se analizé6 mediante HPLC el contenido de oligosacaridos de la
familia de la rafinosa (RFOs) para los extractos provenientes de cada metodologia aplicada.
Se analizaron alicuotas (30 pL) de las muestras liquidas, sin diluir, por cromatografia liquida
de alta eficiencia. La fase movil fue una solucién de H,SO4 13 mM, con un flujo de 0,8
mL/min, a elucién isocratica. Se utilizaron patrones de calidad HPLC de rafinosa, estaquiosa,
glucosa y sacarosa como referencias para identificar dichos compuestos en las muestras
teniendo en cuenta el tiempo de retencion. Los resultados se expresaron cuantificando
conjuntamente las areas correspondientes a rafinosa y estaquiosa, designandose como RFO,
debido a la superposicion ambos picos. Los valores se expresaron en unidades relativas
(UR), dadas por el producto entre el area integrada y la cantidad total (en masa) de cada
fraccidn obtenida en el proceso, referidas a un gramo de harina de soja (UR/g). Se utiliz6 un
sistema de HPLC preparado para identificacién y cuantificacién de azticares, compuesto por
un moédulo Knauer WellChrom Pump K-1001(Knauer GmbH, Germany) y un detector
diferencial de indice de refraccién (IR) K-2301 (Knauer GmbH, Germany). La separacién se
llevé a cabo en una columna Aminex HPX-87H 300 x 7.8 mm (Bio-Rad, Hercules, USA)
acoplada a una precolumna Micro-Guard Cation H+ (Bio-Rad, Hercules, USA), mantenidas a
una temperatura de 42 °C mediante un horno de columna Eldex CH-150 (Eldex
Laboratories, Napa, CA). Los datos fueron adquiridos y analizados mediante el software

Clarity v. 5.0.5.98 (DataApex Ltd, Prague, Czech Republic).

3.2.27.Parametros de eficiencia de extraccion de IFs y RFOs
Para cada SMA aplicado en la Seccidn 3.2.25.2, se determinaron los coeficientes de
reparto (Kr) y el rendimiento en la recuperacion (Rr), tanto para IFs como RFOs. El Kr se

estima como:

 Crs

Kr=—
Cry

(3.25)

donde Crs y Crr son las concentraciones del analito (IF o RFO) en las fases superior (rica en

micelas) e inferior (acuosa), respectivamente. Por otro lado, el Rr se determina:
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Rr (%) = —ES1VFSIL_ 1000y, (3.26)

(CrsVrs+CrIVFD)

donde Crs/r es la concentracién del analito en la FS o FI, segiin corresponda, siguiendo el
criterio que sea la fase de mayor recuperacién; asi mismo, Vrs/ es el volumen de la fase

correspondiente.

3.2.28.Simulacion de sistema gastrointestinal in-vitro (SGI)

El SGI se realizo6 para los SPCs y para la propia harina blanca de soja sin tratar. Dado
que el foco estaba en percibir la digestion de proteinas y compuestos fendlicos,
principalmente, no se realiz6 la simulacién del paso digestivo que transcurre en la boca y
es6fago, donde se ven afectados principalmente los hidratos de carbono. Para el SGI se
preparé un conjunto con los productos provenientes de cada metodologia aplicada,
utilizando 300 mg de cada réplica y homogeneizando adecuadamente. Se realizaron tres
experimentos independientes de SGI para cada conjunto, retirando 280 mg para cada
experiencia. Se adicionaron 6 mL de agua acidificada (pH 2,0) en cada caso, se ajusto el pH
a 2,0 con HCl 1 N, luego se complet6é hasta volumen final de 7 mL con la misma agua
acidificada y se llevo a 37 °C agitando a 130 rpm durante 20 min, para atemperar
previamente al proceso digestivo. Antes de comenzar con el SGI, se retir6 de cada

experimento 1 mL de sobrenadante que representé la muestra a tiempo 0 (T1).

La etapa inicial del SGI comenzé en el paso de digestion en estémago, simulando el
jugo gastrico con pepsina a 25 mg/mL, preparada en HCI 0,1 N [292]. A cada experimento
se agreg6 0,3 mL de jugo gastrico y se dej6 a 37 °C agitandose a 130 rpm. Transcurridos 60
min, se finalizé el paso gastrico incrementando el pH a 6,5 con solucién de NaHCO3z 100 mM.
Se retird entonces una alicuota de 1 mL de cada experimento, representando el final de

dicha etapa (T2).

Para la etapa intestinal, se simularon los jugos pancreaticos con una solucién de
pancreatina 2 mg/mL y sales biliares 12 mg/mL diluidas en una soluciéon de NaHCO3 100
mM [293]. A cada experimento se adicion6é una alicuota de 1,5 mL de esta solucion
pancreatica y se llevd nuevamente a 37 °C, pero agitado a baja intensidad (45 rpm). Esta
etapa (T3) se extendié durante 90 min, y fue finalizada mediante congelamiento a -30 °C.
Finalmente, todas las muestras del proceso de SGI fueron nanofiltradas en membranas con
poro de 3 kDa (Amicon® Ultra-4, Millipore), para el posterior analisis de los permeados

(péptidos bioactivos y compuestos fendlicos).
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Todas las soluciones enzimaticas fueron preparadas frescas y esterilizadas por filtraciéon
con filtros de membrana de 0,22 um (Millipore, Billerica, MA, USA) para su utilizacion. Luego
de esterilizadas, todas las soluciones se mantuvieron en un bafo de hielo para evitar la
autodegradacion enzimatica. Se utilizd6 un bafio de agua termoestatizado a 37 °C para
simular la temperatura fisioldgica del cuerpo humano. Se implement6 agitacién mecanica
(movimientos peristalticos paralelos), con intensidades emulando aquellas alcanzadas en

cada compartimiento digestivo.

3.2.29.Andlisis estadistico

Todos los experimentos se efectuaron por triplicado, excepto casos particulares
donde se indique algo diferente, y los resultados se expresaron como valor medio con su
desvio estandar (SD) y, en algunos casos su coeficiente de variacién (CV) en porcentaje.
Previamente a cualquier andlisis estadistico comparativo, para todos los conjuntos de datos
se ejecutd un andlisis exploratorio para determinar el cumplimento de los supuestos de
normalidad y homocedasticidad. Luego las medias fueron analizadas estadisticamente
mediante andlisis de varianza (ANOVA) seguido de pruebas de multiples rangos por el test
de Tukey [294]. La separacidn de medias se realizo mediante el uso de la diferencia menos

significativa en el nivel de 5% de probabilidad.

En el caso de la comparacién entre las metodologias indicadas en las Secciones 3.2.8
y 3.2.9, se aplicé una regresiéon de la distribuciéon de los valores de TIU/g obtenidos
mediante ambos ensayos. Considerando que tanto y (valores obtenidos por el método
propuesto) como x (valores obtenidos por el método estandar) son afectados por errores
aleatorios y de magnitud comparable, se utiliz6 para hallar la pendiente y la ordenada al
origen la regresion por minimos cuadrados bivariada (BLS, por sus siglas en inglés). Una
vez obtenidos estos parametros, se compararon con los ideales (0 y 1 respectivamente),
calculando su region eliptica de confianza conjunta (E]JCR, por sus siglas en inglés) mediante

los calculos reportados por Franco y col. (2002) [295].

Los resultados de los disefios experimentales (Secciones 3.2.22 y 3.2.23) fueron
analizados considerando: el diagrama de probabilidad normal de residuos, analisis de
varianza (ANOVA), andlisis de falta de ajuste, diagrama de Pareto, coeficiente de
determinacion (R?), coeficiente de determinacion ajustado (R2,4) y diagramas de superficie
de respuesta. Para el disefio factorial completo (Seccion 3.2.22), se realiz6 una regresion
lineal para ajustar el polinomio e identificar los términos relevantes del modelo. En el caso

de los disefios de optimizacion (Seccion 3.2.23), un método de regresion no-lineal fue
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empleado para ajustar el segundo orden polinomial para los datos experimentales y para

identificar los términos relevantes del modelo.

La elaboracién y andlisis de los disefios experimentales, asi como la mayoria de los
analisis estadisticos se llevaron a cabo con el soporte del software Statgraphics Centurion
XVLI. Los andlisis BLS y EJCR se realizaron con el soporte del software Matlab R2015
(MathWorks).
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“En los campos de la observacion la
suerte solo favorece a las mentes preparadas.”

Louis Pasteur






CAPITULO 4 - Caracterizacion fisicoquimica

de sistemas micelares acuosos

- IDEAS PREVIAS. INTERROGANTES

Una de las caracteristicas distintivas de los surfactantes, ademas de la propiedad de
ser adsorbidos en las interfaces, es su capacidad de formar micelas, esto es autoensamblarse
u organizarse formando clusters de tamafio coloidal en solucidn. La formacién de micelas, o
micelizacién, es un fendmeno importante, siendo que varios fenémenos interfaciales
importantes, como la detergencia y la solubilizacién, dependen de la existencia de micelas
en solucion. Los sistemas micelares se han convertido en un tema de gran interés no sélo
para la quimica, sino también para la bioquimica y biotecnologia, constituyéndose como

herramientas importantes en el desarrollo de tecnologias de analisis y procesamiento.

En este marco, como punto de partida del presente trabajo resulta necesaria la
caracterizaron fisicoquimica de los sistemas micelares propuestos, determinando
parametros y patrones de comportamiento vinculados a su organizacion supramolecular
como la concentracion micelar critica (CMC), el tamafio y morfologia micelar y las curvas de

coexistencia de fases, ya que estos estan vinculados al poder tensoactivo, al
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comportamiento hidrodindmico y a la capacidad de solubilizar de los mencionados
sistemas. Se plantearon, entonces, los siguientes interrogantes: ;Cudl serd la concentracién
minima de trabajo para la cual los sistemas estudiados resulten micelares? A la hora de
disefiar una estrategia separativa basada en equilibrios de reparto, ;cudl serd la temperatura
por encima de la cual se deberd trabajar para generar una separacion de fases? ;Cudl serd el
tamano y cémo serd la forma de las micelas presentes en los SMAs? ;Como se verdn afectadas
las propiedades del sistema en un medio tamponado con citrato de sodio que regule el pH de
trabajo en un valor deseado? Considerando a estos sistemas como potenciales extractantes de
isoflavonas: ;interaccionardn éstas con las micelas? ;en ese caso, en qué region de la micela se

ubicardn al ser solubilizadas? ;tendrd algun efecto modificar las condiciones de trabajo?

Para el abordaje de estas cuestiones se llevaron a cabo diferentes técnicas cuyos
resultados, interpretacion y discusion parcial se presentardn a continuacién en sucesivos
apartados. Al final del capitulo, y a modo de integracién, se ensayardn respuestas a los
interrogantes planteados. Finalmente, se debe puntualizar que para Genapol X-080, algunas
determinaciones fueron realizadas por miembros del grupo de investigacion, en el marco
de otros trabajos en curso. En esos casos se referiran los valores hallados a los fines de

discusion y comparacion con los tergitoles.
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4.1. ESPECTRO IR DE LOS SURFACTANTES

La espectroscopia vibracional en la banda del infrarrojo medio es una técnica
analitica potente a la hora de estudiar moléculas organicas, con grupos facilmente
identificables como es el caso de los alcoholes polietoxilados (POE) no-idnicos. La Fig. 4.1
muestra los espectros obtenidos de los tres surfactantes utilizados. Los principales picos
observados se ubican en las regiones de estiramientos del enlace simple C-H en una
configuracién sp3 (2955/2910/2868 cm-! para GX; 2957/2924/2858 cm-! para Tg7 y
2956/2924/2858 cm! para Tg9), de flexién de dicho enlace (1460/1378 cm-! para GX;
460/1376 cm1 para Tg7 y Tg9) y de vibracién de enlaces simples C-Cy C-0 (1103 cm-! para
GX y a 1099 cm! para ambos tergitoles). Adicionalmente, se observd un pico, de baja
intensidad, en la regién de estiramientos de enlaces O-H (3472 cm! para GX; 3471 cm! para
Tg7; 3481 cm! para Tg9). Sélo para los tergitoles, se encontré un pico correspondiente a la
vibracion de cadenas largas alifaticas —-(CH2)s- de n = 4 (723 cm1). Estos resultados son
consistentes con la estructura de compuestos alifaticos alcoxilados o éteres alifaticos

alcohdlicos, correspondiente a los surfactantes utilizados en este trabajo.
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Figura 4.1. Espectros estandarizados de absorbancia de FTIR de GX, Tg7 y Tg9 comerciales.

4.2. CONCENTRACION MICELAR CRITICA

La concentracién micelar critica (CMC) es indicativa de la capacidad de formar

micelas que tiene un dado detergente. La Fig. 4.2 muestra, para los tergitoles, el efecto que
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sobre dicho pardmetro tienen concentraciones crecientes de NaCit pH 4,5 (50, 100 y 200
mM). El agregado de la sal fue adoptado como una estrategia que nos permitiera modificar

la CMC, disminuyendo sus valores [239], a la vez que tamponar el medio.
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Figura 4.2. Dependencia de la intensidad de fluorescencia (I;) del ANS con respecto a la concentracion

de surfactante (Tg7 y Tg9) en agua y en presencia de citrato de sodio pH 4,5, a diferentes
concentraciones (50, 100 y 200 mM). A 350 nm, A 485 nm, temperatura 25 °C. Los datos se

representan como dispersiones de tres experimentos independientes. Cada flecha marca la
correspondiente concentracion micelar critica (CMC) en % m/m.

excitacion emision

Puede apreciarse que los valores de fluorescencia se mantienen constantes por
debajo de 2,0 103 % m/m para todos los sistemas analizados. Sin embargo, a partir de esa
concentraciéon se produce un aumento abrupto de la sefial emisiva, dependiente de la
concentracién de surfactante en forma lineal. Este es un comportamiento extensamente
reportado en la literatura [239,266,296,297], relacionado con la capacidad de incorporar
compuestos hidrofébicos (como es el ANS) al interior de las micelas, que permite estimar la
concentraciéon minima a la que éstas se forman (CMC) [296]. Cabe aclarar que las CMCs
halladas se expresaron en % m/my por ser valores tan pequefios, del orden de 10-3, también
se presentaron en partes por millon (ppm) para simplificar la escritura. A los fines

comparativos, se debe tener presente que 10 ppm equivalen a 10-3% m/m.
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Como se observa en la Fig. 4.2, los valores obtenidos de CMC de Tg7 y Tg9 en agua
fueron 39 ppm y 45 ppm, respectivamente. Uno de los fabricantes (Dow Chemical Company)
reporté CMCs de 38 ppm para Tg7 y 52 ppm para Tg9. Estos valores pueden ser
considerados consistentes con los observados en nuestro trabajo, ya que las diferencias
encontradas son muy comunes entre diferentes lotes de fabricaciéon de mezclas comerciales,
tal como es el caso de estos surfactantes no-i6nicos. Asimismo, debe notarse que Tg9
presentd valores mas altos de CMC que el Tg7, lo cual se atribuye al hecho de que Tg9
contiene 2 grupos etoxi (OE) adicionales en la molécula, haciendo que su forma monomérica

sea mas hidrofilica y consecuentemente presente una mayor estabilidad en medio acuoso.

Para el caso de GX, un alcohol etoxilado primario, Cordisco y col. (2015) [239]
reportaron un valor de CMC en agua de 46 ppm, comparable en magnitud a los hallados para
los tergitoles. Esto es reflejo de la naturaleza estructural semejante que presentan los tres
surfactantes, con colas hidrofébicas alifaticas. En contraste, otros tensoactivos no-i6nicos
con grupos alquilfenilo ramificado en su porcién hidré6foba, como Triton X-100 y Triton X-
114, presentan CMCs en agua sensiblemente mayores, entre 125 y 107 ppm

respectivamente [224,239].

Respecto al efecto de NaCit, puede apreciarse en la Fig. 4.2, que el aumento de la
concentracién de esta sal disminuy6 la CMC. Un comportamiento similar se ha observado
para otros surfactantes no-iénicos [239,242], siendo esto atribuible al cambio en el grado
de estructuracion del agua, seguin lo descripto en la introduccidn de esta tesis (ver Fig. 1.11).
Recordando que el proceso de formacidn micelar es un proceso entrépicamente conducido,
diferentes iones pueden, segin su ubicacién en la serie de Hofmeister, aumentar o disminuir
la CMC, efectos conocidos como salting-in y salting-out, respectivamente. Estos efectos se
entienden a partir de la interacciéon entre el surfactante y el cosoluto, siendo mas
pronunciados para aniones. Aniones caotrépicos, como SCN-y I, irrumpen el ordenamiento
de las moléculas de agua, favoreciendo la formacién de puentes de hidrégeno agua-
surfactante. Por el contrario, otros aniones como POs3 y SO042, conocidos como
cosmotropicos, tienden a hidratarse fuertemente y acumularse en el seno de la solucion,
proximos a los OEs del detergente. Particularmente, el citrato es un anién que, por su alta
densidad de carga negativa, presenta caracteristicas cosmotropicas, compitiendo
fuertemente por las moléculas de agua estructurada en torno a las colas hidrofébicas, las
que para estabilizarse tenderan a asociarse facilitando la formacién micelar. Este proceso

se refleja en una reduccién de la correspondiente CMC.
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A los fines predictivos, se relacionaron los valores de CMC con la concentracién del
electrolito. Como puede apreciarse en la Fig. 4.3, se encontr6 una relacién polinomial de
segundo orden entre ambas variables, a diferencia de lo observado por Molina-Bolivar,
Aguiar y Ruiz (2001) [242], quienes reportaron una tendencia de primer orden para

soluciones de Triton X-100 en presencia de otra sal cosmotrépica como es el KCI.
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Figura 4.3. Dependencia de la CMC medida con ANS con la concentracién de NaCit pH 4,5 para Tg7 y
Tg9 a 25 °C.

4.3. PUNTO DE TURBIDEZ

El fenémeno de separacion fases con la temperatura (T) es una caracteristica
importante de los surfactantes no-idnicos y estd relacionado con el balance de las
interacciones presentes en el sistema [244]. En la Fig. 4.4 se visualizan las curvas de
coexistencia para Tg7 y Tg9, en agua y en presencia de NaCit, que representan el efecto de
la concentracion de surfactante (C) sobre la temperatura de separacion de fases o punto de
turbidez (PT). Como se esquematiz6 previamente en la Fig. 3.2, los puntos (C, T), debajo de
la curva, corresponden a sistemas de s6lo una pseudo-fase liquida (fase micelar), mientras
que los que se ubican por encima dan lugar a la formacién de dos pseudo-fases liquidas
coexistentes, una fase micelar, rica en agregados del surfactante (micelas) y una acuosa,
pobre en el detergente. El patréon observado es tipico de los surfactantes no-idnicos
polietoxilados (POE) [223,239,243,257,298-300]. Partiendo de soluciones muy diluidas de
Tg7/Tg9, el aumento de concentracion de éstos va acompafiado de una brusca disminucién

del PT (tramo inicial de la curva), hasta alcanzar un punto minimo [301], para luego
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aumentar gradualmente ante incrementos adicionales en la concentracién (tramo final de

la curva).
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Figura 4.4. Curvas de coexistencia de Tg9 (A) y Tg7 (B) en agua y en presencia de citrato de sodio pH
4,5 a diferentes concentraciones (50, 100 y 200 mM). Cada punto representa la media de tres medidas
independientes y las barras de error indican el respectivo * SD. En los graficos internos se representan
los puntos de menores concentraciones empleando otra escala.

Tabla 4.1. Valores de PT para GX, Tg7 y Tg9.

PT(°C)*
Medio

GX Tg7 Tg9
Agua 46 £ 2 39+2 61+1
NaCit 50 mM 41+2 36+2 57+1
NaCit 100 mM 37+1° 34+1° 542
NaCit 200 mM 30+1° 30+1° 50+2

Los sistemas analizados, 1% m/m en surfactante, fueron preparados en agua
y en presencia de citrato de sodio pH 4,5 a diferentes concentraciones (50,
100 y 200 mM).

*Valores expresados como media  SD de tres experimentos independientes.
2Valores de una misma fila que no presentan diferencias significativas entre
si, segun el andlisis de sus varianzas (ANOVA) con la prueba de rangos
multiples de Tukey para un nivel de significancia de 0,05.

Como muestrala Tabla 4.1, soluciones al 1% m/m de Tg7 y Tg9 en agua presentaron

PT similares a los reportados para los mismos detergentes por Moussa Alibrahim [210]
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(Tg7:39,7 °Cy Tg 9: 60,0 °C) y Swe [232] (Tg7: 38,0 °C y Tg 9: 63,0 °C). Tg9 se diferenciod
con valores mas altos de PT, en todas las condiciones, lo cual se vincula con su naturaleza
estructural, dado que presenta aproximadamente dos OEs adicionales respecto de Tg7, que
le confieren mayor caracter hidrofilico. En relacion a esto, se sabe que los valores de PT
dependen fuertemente del tamafio de la cabeza polar, siendo menos influyente en esta
propiedad las dimensiones de la cola hidrofébica [224,239]. A los fines comparativos, en la
Tabla 4.1 se muestran los valores de PT obtenidos para GX en idénticas condiciones que las
ensayadas para los tergitoles. Puede verse que los PT del mencionado surfactante se

aproximan mas a los del Tg7.
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Figura 4.5. Dependencia del PT con la concentracion de NaCit pH 4,5 para sistemas de GX, Tg7 y Tg9
al 1% m/m. Datos representados como dispersiones de tres experimentos independientes.

Con respecto al efecto del NaCit en el fendmeno de turbidez y separacion de fases,
se apreci6 una importante disminucién del PT (Figs. 4.4 y 4.5) para ambos tergitoles,
comportamiento también observado para GX (Tabla 4.1) [239]. Al igual que con la CMC,
diferentes iones pueden afectar el PT, a partir de los efectos de salting-in y salting-out que
estos cosolutos generan. El efecto de salting-out de los aniones cosmotrépicos comprende
una reduccidn de la capa de solvataciéon micelar que induce una interaccién mas préoxima
entre las micelas y favorece consecuentemente la separacidn de fases [233,244,249]. Tal
como fue reportado, el citrato es un aniéon cosmotropico que decrece el PT de soluciones de
surfactantes no-iénicos [234,239,302]. La Fig. 4.5 muestra que los cambios del PT con
respecto a la concentracidn del electrolito, para soluciones al 1% m/m de los detergentes,
se comportaron de manera lineal (R? = 0,950 para GX; R2 = 0,880 para Tg7; R2 = 0,858 para

Tg9), coincidiendo con lo reportado por Alibrahim [210] para ambos tergitoles con otras
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sales, tanto cosmotrodpicas como caotroépicas. Las pendientes de las rectas correspondientes
a ambos tergitoles, no difieren (P = 0,171), indicando un comportamiento de salting-out
equivalente. Por otro lado, Tg7 y Tg9 presentan un comportamiento diferente con respecto
a GX (P < 0,001), lo que se explica considerando sus estructuras. Los tres detergentes
estudiados difieren en extension sélo en sus cabezas polares (nimero de OEs), mientras que
la longitud total de la cadena hidr6foba es en promedio similar (12 C). Sin embargo, el GX
posee una cadena hidrofébica lineal simple y no bifurcada como la de los tergitoles. Esto da
cuentas de la influencia que podria tener la configuraciéon de la cola hidrofébica en el

fendmeno de separacion de fases.

4.4. COMPORTAMIENTO HIDRODINAMICO DE LAS MICELAS

El tamafio y forma de las micelas determinan varias de las propiedades del sistema
tales como su viscosidad, punto de turbidez y capacidad de solubilizar [223], por lo que
resulté importante estimar dichos parametros y conocer como se ven afectados por la
presencia de NaCit. Una primera aproximacién para lograr este objetivo fue analizar las

propiedades hidrodinamicas de las micelas en los sistemas estudiados.
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Figura 4.6. DLS. Correlograma (A) y grafico de distribucidon de didametros hidrodinamicos aparentes
segln % de intensidad de dispersién (B). Resultados obtenidos a 25°C y correspondientes a GX al 1%
m/m en agua y en presencia de citrato de sodio pH 4,5 a diferentes concentraciones (50 mM, 100 mM
y 200 mM). La tabla inserta en el correlograma muestra los diametros hidrodindmicos aparentes (d,) y

el indice de polidispersidn (Pdl) calculados a partir del analisis de acumulados. Estos parametros estan
expresados como la media + SD de tres experimentos independientes.
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Figura 4.6. Continuacion. DLS. Correlogramas (C y E) y graficos de distribucién de didmetros
hidrodinamicos aparentes segin % de intensidad de dispersién (D y F). Resultados obtenidos a 25°Cy
correspondientes a Tg7 (Cy D) y Tg9 (E y F) al 1% m/m en agua y en presencia de citrato de sodio pH
4,5 a diferentes concentraciones (50 mM, 100 mM y 200 mM). La tabla inserta en cada correlograma
muestra los didmetros hidrodindmicos aparentes (d,) y el indice de polidispersién (Pd/) calculados a

partir del andlisis de acumulados. Estos pardmetros estan expresados como la media * SD de tres
experimentos independientes.

En la Fig. 4.6 se representan para cada detergente los graficos de distribucién de

tamafios en intensidad y sus respectivas funciones de correlaciéon. En todos los casos se

observaron indices de polidispersidad (PdI) inferiores a 0,25, compatibles con un

comportamiento monomodal, lo cual permitié el andlisis de acumulados. Los diametros

hidrodinamicos aparentes (di) en agua obtenidos para GXy Tg7 no presentaron diferencias

estadisticas entre si, mientras que si lo hicieron con respecto a Tg9. Estos valores no

pudieron contrastarse con datos reportados por otros autores, dado que al momento los

trabajos efectuados se han realizado con configuraciones instrumentales no comparables

con la tecnologia NIBS (ver Seccién 3.2.4.1) utilizada en este estudio [232,239,241].
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El tamafio micelar es muy sensible a la presencia de cosolutos, sufriendo
modificaciones que dependen de la naturaleza y concentracién de los mencionados
componentes. En ese sentido, las Figs. 4.6A, C y E muestran el efecto de NaCit sobre las
funciones de correlacion para GX, Tg7 y Tg9. Pueden observarse distribuciones unimodales
y patrones de relajacion similares, dados por el PdI, para concentraciones crecientes de la
sal (50, 100 y 200 mM). Asimismo, se detect6 un aumento del tiempo de relajacion,
desfasandose la curva, comportamiento que se corresponde con un aumento en el tamafio
de las particulas, tal como puede visualizarse en las Figs. 4.6B, D y F. Al analizar la
dependencia del d, con la concentraciéon de sal (Fig. 4.7), se observaron crecimientos
lineales para los tres surfactantes. En presencia de citrato de sodio, cuyo anion tiene
caracteristicas cosmotrdpicas, resulta previsible un proceso de deshidrataciéon de los
grupos hidrofilicos del surfactante, lo que produciria una disminucidn del area expuesta por
los grupos polares del surfactante (ay) favoreciendo la formaciéon de micelas de mayor
tamafio. La magnitud del crecimiento de d, con la concentracién de NaCit, dada por la
pendiente de las mencionadas rectas, sigue la secuencia Tg7 > GX > Tg9 y coincide con la
proximidad entre la temperatura de trabajo (25 °C) y el PT del surfactante y guarda relacién
inversa con el nimero de grupos OE presentes en la molécula. Se evidencia asi un
crecimiento micelar mas sensible a la concentracion de sal en las cercanias del punto de

turbidez, siendo éste un comportamiento frecuente para surfactantes no-idnicos [223].
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Figura 4.7. Dependencia del d, con la concentracion de NaCit pH 4,5 para sistemas de GX, Tg7 y Tg9 al

1% m/m a 25 °C. Datos representados como dispersiones de tres experimentos independientes.
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Figura 4.8. Graficos dinamicos de Debye, que expresan la dependencia del coeficiente de difusion
medido por DLS (D_) con la concentracion de surfactante, para GX (A), Tg7 (B) y Tg9 (C) en agua y en

presencia de citrato de sodio pH 4,5 a diferentes concentraciones (50, 100 y 200 mM).

En la Fig. 4.8 se representan los graficos dindmicos de Debye para los tres
surfactantes. En la mayor parte de los casos se observo linealidad en todo el rango de
concentraciones evaluado. Sin embargo, para los tergitoles en presencia de NaCit 200 mM
s6lo se aprecié un comportamiento lineal a bajas concentraciones del surfactante. El cambio
de perfil de la curva a mayores concentraciones responderia no s6lo a un efecto debido a
interacciones entre micelas, sino a modificaciones de la morfologia micelar [238]. En la
Tabla 4.2 se resumen los parametros D% y kp para cada sistema, calculados segin lo

descripto precedentemente (Seccion 3.2.4.1). Dado que valores de kp negativos y positivos
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indican respectivamente interacciones interparticulas atractivas y repulsivas, en todos los
casos aqui estudiados los datos sugieren la predominancia de las primeras. Sin embargo, la
leve dependencia de D, con la concentracién de surfactante, dada por la magnitud de kp,
indica la presencia de interacciones intermicelares débiles, tal como era de esperar para
surfactantes no-idnicos [238]. Esto explica la proximidad entre DY y los D, medidos a

diferentes concentraciones de un dado surfactante.

Tabla 4.2. Valores de coeficiente de difusién a dilucién infinita (D), pardmetro
de interaccién de difusion (ko) y didmetro hidrodindmico verdadero (dJ).

D°(10°7

0
cm?/s) ko (mL/g) dp (nm)
Agua 3,482 -4,871 14,25
X NaCit 50 mM 3,282 -15,480 14,94
NaCit 100 mM 2,862 -15,418 16,39
NaCit 200 mM 2,403 -31,145 18,02
Agua 3,861 -11,317 12,74
a7 NaCit 50 mM 3,394 -19,143 14,31
& NaCit 100 mM 2,788 -15,437 16,79
NaCit 200 mM 2,395 -61,693 18,07
Agua 6,508 -8,874 7,56
09 NaCit 50 mM 6,029 -6,915 8,06
8 NaCit 100 mM 5,739 -7,071 8,16
NaCit 200 mM 5,013 -10,748 8,63

Valores calculados a partir del grafico de DLS de Debye para GX, Tg7 y Tg9 en
agua y en presencia de citrato de sodio pH 4,5 a diferentes concentraciones (50
mM, 100 mM y 200 mM).

La Tabla 4.2 muestra ademas el dj) de las micelas, calculado con la ecuacién de
Stokes-Einstein (ecuacion 3.2) a partir de los valores de D?. Estos valores crecen con la
concentracion de sal, siguiendo la misma secuencia observada para dj, en todo el rango de
concentracion. Esto indica que, a los fines comparativos, pueden utilizarse los valores de dx
como estimadores del tamafio o volumen micelar sin necesidad de recurrir a la

extrapolacién a dilucién infinita, metodologia que resulta mas laboriosa y costosa.

4.5. ENSAMBLADO Y CONFIGURACION MICELAR

El aumento observado en el tamafio hidrodinamico (d})) con el agregado de citrato,

puede deberse a un aumento del nimero de agregacion micelar y/o de la asimetria de las
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micelas. Con el fin de evaluar esta cuestion, se realizaron estudios de dispersion estatica de

luz (SLS).
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Figura 4.9. Graficos de Debye, que expresan la dependencia de la intensidad dispersion estatica de
luz (KC/R ) con la concentracion de surfactante, para GX (A), Tg7 (B) y Tg9 (C) en agua y en presencia

de citrato de sodio pH 4,5 a diferentes concentraciones (50 mM, 100 mM y 200 mM).

La Fig. 4.9 muestra los diagramas estaticos de Debye (ver Seccidn 3.2.4.2) en las
diferentes condiciones ensayadas. A partir de los mismos se obtuvieron por regresion lineal
las masas moleculares promedio (en masa) de las micelas (M), asi como el segundo
coeficiente del virial (42). Se observé una adecuada respuesta a la variabilidad de los datos

mediante un ajuste al modelo lineal (R2 > 0,950 para todos los casos) demostrando que la
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dependencia angular de la dispersién de luz resulta insignificante para las condiciones de

trabajo (P(6) =1).

Tabla 4.3. Valores de masa molecular promedio (M), segundo coeficiente del virial (Az), nimero de
agregacion (Nag) y drea superficial por molécula de surfactante (ao).

SMA Mm (kDa) ™* Az (10* mL mol/ g?) ** Nag' ao (A%)
Agua 399 + 10 0,64 + 0,05 707 50,36
NaCit 50 mM 467 +12 0,43+ 0,04 828 47,79

GX
NaCit 100 mM 590 + 38 0,71+ 0,10 1045 44,22
NaCit 200 mM 664 + 22 0,54 + 0,04 1176 42,51
Agua 28816 1,19 £ 0,06 560 53,27
NaCit 50 mM 386 + 10 1,13 + 0,06 749 48,35

Tg7
NaCit 100 mM 422 +4 0,87 + 0,02 819 46,92
NaCit 200 mM 751+9 0,85 + 0,01 1457 38,72
Agua 103 +1 1,20 + 0,04 177 84,31
NaCit 50 mM 109+1 2,12 £0,08 187 82,74

Tg9
NaCit 100 mM 109 +1 1,07 + 0,05 187 82,74
NaCit 200 mM 136+ 2 1,70 £ 0,09 233 76,93

*Valores de Mmy Az calculados a partir del grafico de SLS de Debye para GX, Tg7 y Tg9. Nag calculado a
partir del Mm y la masa molar monomeérica.
*Valores expresados como media * SD.

Por su parte, A; es una medida de interacciones atractivas micela-solvente o
repulsivas micela-micela [303]. En todos los casos se hallaron valores positivos que
sugieren interacciones micela-solvente favorables, aunque de baja magnitud (Tabla 4.3),
indicando que las medidas realizadas no se ven afectadas sensiblemente por estas
interacciones. Un comportamiento similar respecto a la magnitud fue observado para los
valores de kp (ver Seccion 4.4). Sin embargo, en relacién al sentido de la interaccidn, estos
dos parametros sugirieron interacciones micela-micela favorables (kp < 0) e interacciones
micela-solvente favorables (42 > 0), comportamientos aparentemente antagénicos . Un caso
similar fue reportado por Shi y col. (2013) [304] para un fragmento de anticuerpo

monoclonal, discrepancia que explicaron en base a la relacién que vincula A; con kp:

Ckpthks+ T

= 41
=" (4.1)

donde kg es el parametro de interaccion de sedimentacion y v el volumen especifico parcial

del anticuerpo. De aqui se aprecia que Az es un parametro mas global y representativo para
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el sistema, ya que contempla no sélo las interacciones interparticula (kp y ks) sino también
la componente repulsiva dada por el volumen que excluyen las particulas en solucion (7).
Este dltimo efecto, puede en casos como el de los sistemas micelares aqui estudiados, donde
kpes negativo y de pequefia magnitud, compensar y revertir el efecto atractivo intermicelas

resultando en A; positivos, indicativos de buena interaccién particula-solvente.

A partir de los valores de M,, se calcularon los nimeros de agregacion micelar (Nqg)
de los tensoactivos en agua, datos que se muestran en la Tabla 4.3. Debe sefialarse que los
valores de M, y Nqog en agua para el Tg7 son préximos a los reportados por Li y Chen [241],
no asi para Tg9 que en nuestro caso arrojo Mn,s que duplican a las informadas por Swe [232].

Para el caso de GX, no se han reportado previamente valores de My, y Nyg.

1600
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Figura 4.10. Dependencia del Nag con la concentracion de NaCit para sistemas de GX, Tg7 y Tg9 al 1%
m/m a pH 4,5.

Respecto del efecto que produce el agregado de NaCit, al igual que para el dj,
incrementos de la concentracion de electrolito entre 50 y 200 mM aumentaron los nimeros
de agregacion de las micelas de todos los detergentes (Tabla 4.3). En la Fig. 4.10 se
representa el efecto de la concentracion de citrato sobre el N,g, observandose una tendencia
creciente lineal para todos los surfactantes (Rz = 0,942, 0,946 y 0,884 respectivamente para
GX, Tg7 y Tg9). El patron observado fue similar al de la dependencia de d; con la
concentracion de la sal. Estos resultados, que reflejan la formacién de ensamblados mas
grandes son consecuencia de la deshidratacion de los grupos polares en presencia de la sal

y la consecuente disminucion del area superficial de los grupos hidrofilicos, ag, segin lo que
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puede apreciarse en la Tabla 4.3. Asimismo, la disminucién de a, podria no s6lo conducir al

crecimiento micelar, sino también a la adopcién forzada de estructuras menos simétricas.

Tabla 4.4. Valores de parametro de empaquetado (PE), factor de Perrin (FP) y las relaciones axiales
a partir de FP.

Relacién axial Relacién axial

SMA PEY FP
(prolato) (oblato)
Agua 0,40 1,27 5,32 5,87
NaCit 50 mM 0,43 1,26 5,16 5,68
GX
NaCit 100 mM 0,50 1,29 5,63 6,26
NaCit 200 mM 0,50 1,37 6,91 7,92
Agua 0,40 1,25 4,90 5,43
NaCit 50 mM 0,43 1,29 5,44 6,08
Tg7
NaCit 100 mM 0,44 1,47 8,78 10,40
NaCit 200 mM 0,50 1,31 5,87 6,61
Agua 0,25 1,03 1,62 1,78
NaCit 50 mM 0,25 1,08 2,33 2,53
Tg9
NaCit 100 mM 0,25 1,10 2,53 2,74
NaCit 200 mM 0,29 1,07 2,20 2,38

Valores calculados para GX, Tg7 y Tg9 en agua y en presencia de citrato de sodio pH 4,5 a
diferentes concentraciones (50, 100 y 200 mM).

" Estructuras implicitas en los intervalos de valores de PE: 0 — 0,3 esférica en medio acuoso; 0,3 —
0,5 cilindrica en medio acuoso; 0,5 — 1 lamelar en medio acuoso.

Para analizar esta ultima cuestion, de tipo configuracional, se estimaron algunos
parametros morfolégicos. La Tabla 4.4 muestra los valores calculados del parametro de
empaquetado (PE), factor de Perrin (FP) y las correspondientes relaciones axiales de
prolato y oblato, obtenidas a partir de FP, para cada uno de los sistemas evaluados.
Analizando los valores de PE y teniendo en cuenta las implicacias de éstos (ver Seccidn
3.2.5.3), puede verse que para GX y Tg7 en agua se sugiere una morfologia cilindrica,
mientras que para Tg9 una estructura de tipo esférica. Con el agregado de NaCit, PE sufri6
un incremento para los tres detergentes, evidenciando un aumento en la asimetria, a
excepcion de los sistemas de Tg9 que continuaron dentro de los parametros de la
esfericidad. Por otro lado, se hicieron estimaciones sobre la morfologia micelar a partir del
factor de Perrin y las eventuales proporciones axiales que se corresponden con dicho factor.
Como muestra la Tabla 4.4, los menores valores de FP se observaron para Tg9, seguidos por

GXy Tg7.Enese sentido también estuvieron las relaciones axiales de prolato y oblato, donde
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Tg7 como GX mostraron valores elevados para todo el rango de concentraciones de sal,
indicando posibles estructuras cilindricas tipo barra o discales. Para Tg9, estos parametros
sugirieron estructuras mas compactas tipo ovoide, para todo el rango. En general pudo
observarse un aumento de la asimetria de las micelas con la concentracién de electrolito

para todos los surfactantes estudiados.

Para integrar los resultados precedentes debe tenerse presente que los cambios en
la temperatura, la concentracién de surfactante y los aditivos en la fase liquida pueden
causar cambios en el tamafio, la forma y el nimero de agregacién de la micela, variando la
estructura de esférica a cilindrica o discal [226]. Los SMAs aqui estudiados no superaron la
concentraciéon de 80 mM, inferior a la mecionada por Rosen [223], por debajo de la cual el
Ngy de POEs no-iénicos aumenta considerablemente con la concentracion de surfactante,
incluso en agua pura, alcanzando numeros de agregacién de varios cientos o mas e
indicando, generalmente, que las micelas no son de forma esférica. Este elevado N4, como
fue discutido previamente, se observo para los sistemas micelares del Tg7 y GX, sugiriendo
por tanto, una posible morfologia de elipsoide de revolucion. Por otro lado, es bien sabido
que las micelas de surfactantes no-iénicos pueden incorporar agua en su estructura a través
de dos mecanismos diferentes, a saber, el agua unida por puentes de hidrégeno y el
entrampamiento mecanico de agua en la capa exterior [305]. En presencia de un agente
cosmotropico, disminuye la cantidad de agua unida a través de puentes de hidrégeno,
produciendo una estructura mas densamente enmarafiada para las cadenas POE. Esto
conduciria a una mayor efectividad en la captura mecanica de moléculas de agua, siendo
otro dato que contribuye a la consideraciéon que, probablemente, el aumento del tamano
micelar vaya acompafiado de una transicién a una morfologia menos simétrica. Una
estructura asimétrica, tipo oblata o alargada (cilindroide), da como resultado una superficie
micelar aumentada, favoreciendo el flujo osmoético de moléculas de agua a través de la

cobertura y, como consecuencia, aumentando el contenido de agua atrapada en esta region.

Teniendo en cuenta el pardmetro de empaquetado y el factor de Perrin, puede
decirse que los sistemas micelares del Tg7 y GX al 1% m/m y 25 °C, presentan micelas
elipsoidales flexibles, mientras que en el Tg9 son mds préximas a conformacién esférica.
Finalmente, la asimetria estructural evaluada pareciera ser mayor para los surfactantes con
menor PT (Tg7 y GX), lo que orienta a relacionar la morfologia micelar con la cercania del
sistema al PT. Esta tltima propiedad (PT), en los sistemas analizados, sigue la secuencia Tg7

< GX < Tg9, coincidente con la del nimero de OEs presentes en cada molécula.
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4.6. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

4.6.1. Diametro hidrodinamico
Como se mencion6 anteriormente, es sabido que la temperatura afecta algunas
propiedades estructurales de los SMAs, por lo que resultd interesante estudiar su influencia

sobre el tamafio micelar.
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Figura 4.11. DLS. Dependencia del didametro hidrodindmico aparente (d,) con la temperatura.

Resultados correspondientes a GX (A, D, Gy J), Tg7 (B, E, Hy K) y Tg9 (C, F, 1 y L) al 1% m/m en aguay
en presencia de citrato de sodio pH 4,5 a diferentes concentraciones (50, 100 y 200 mM).

El efecto sobre el didmetro hidrodinamico aparente de GX, Tg7 y Tg9 al 1% m/m en
agua se representa en la Fig. 4.11. Inicialmente, los surfactantes incrementaron sus dj
gradualmente con la temperatura, seguido por un cambio abrupto. Las soluciones se
tornaron turbias al alcanzar las temperaturas indicadas en la Tabla 4.5, con un consiguiente
aumento brusco de tamafio por encima del limite de deteccién del equipamiento. Se reveld
asi la existencia de un fen6meno de separacion de fases y existencia de un punto de turbidez

(PT). Pudo observarse entonces, para estos POEs no-i6nicos y congruentemente a lo ya
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reportado [223], que hay un lento aumento de N4 hasta que la temperatura alcanza unos 3-
5 °C por debajo del PT y luego comienza rapidamente a aumentar. Generalmente, los
anfifilos aumentan su hidréfobicidad con la temperatura, produciendo la agregacién
intermicelar y asi incrementando su Ny [306]. Como ya vimos, este creciente caracter
hidré6fobo viene acompafiado de la deshidratacion de las cadenas POE causando una
disminucién en ao. Esto genera un fuerte aumento en la asimetria de la micela [223]. Este
cambio en la forma traeria aparejado un incremento en la resistencia hidrodindmica y, por
tanto, una disminucién del coeficiente de difusion, tal cual vimos a partir del analisis de
dispersién de luz.

Tabla 4.5. Temperatura, didmetro hidrodindmico aparente (dh) e indice de
polidispersion (Pdl) en el punto de trubidez (PT).

PT (°C) dr (nm) " Pdi?

Agua 45,6 71,65 0,227

X NaCit 50 mM 41,2 75,61 0,243
NaCit 100 mM 39,3 74,99 0,252

NaCit 200 mM 33,9 78,01 0,261

Agua 39,0 65,8 0,236

o7 NaCit 50 mM 35,4 62,7 0,220
8 NaCit 100 mM 33,5 64,2 0,217
NaCit 200 mM 29,2 65,9 0,229

Agua 59,5 54,0 0,141

09 NaCit 50 mM 56,2 52,3 0,156
& NaCit 100 mM 54,5 51,7 0,141
NaCit 200 mM 49,5 55,6 0,169

" Valores calculados a partir del analisis de acumulados para los datos de
DLS.

En la Tabla 4.5, también podemos observar los d; y sus valores de Pdl medidos para
cada sistema antes de la separacion de fases (previo al PT). Los PTs hallados mediante DLS
se corresponden muy bien con los encontrados a partir de los diagramas de coexistencia de
la Seccién 4.3. Consistentemente con lo expuesto anteriormente en este capitulo, pudo
observarse mediante este andlisis que el aumento en la concentracién de citrato disminuye
el PT. Como se ha mencionado previamente en el texto, el efecto de NaCit sobre los
pardmetros estructurales de las micelas de los tres detergentes se atribuye a la ruptura
estructural del agua alrededor de las micelas, conduciendo asi a la eliminacion de moléculas
de agua de los grupos hidroéfilicos en la interfase micelar. Una vez mas, esta situacién
corresponde formalmente a la ruptura de enlaces intermoleculares con los hidrégenos. Esta

reduccion en la cantidad de agua ligada a las micelas a través de puentes de hidrogeno
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probablemente reduzca el tamafio efectivo la cabeza hidréfila (ao), igual que lo hace la

temperatura, dando lugar asi al crecimiento micelar a un menor nivel de energia térmica.

4.6.2. Interaccion IF-micela

Para estudiar la interaccion entre las isoflavonas y las micelas se incorporaron IFs
comerciales en iguales cantidades a cada sistema, analizando las propiedades

hidrodinamicas, antes y después de la incorporacion, mediante DLS.
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Figura 4.12. Concentracién de isoflavonas totales en sistemas de GX, Tg7 y Tg9 al 1% m/m en agua y
en presencia de citrato de sodio pH 4,5 a diferentes concentraciones (50, 100 y 200 mM). Cada punto
representa la media de tres medidas independientes y las barras de error indican el respectivo + SD.
Valores estimados a partir de la sumatoria de las concentraciones individuales de daidzina, genistina,
daidzeina y genisteina, calculadas mediante curva de calibrado estandar en HPLC. Temperatura 25 °C.

En la Fig. 4.12 se representan las concentraciones de las IFs solubilizadas (daidzina,
genistina, daidzeina y genisteina), determinadas por HPLC, en los sistemas micelares
estudiados. Para todos los casos no se observaron diferencias significativas en la cantidad

de IFs en solucion (P > 0,1), lo que permiti6 las comparaciones subsiguientes.

Con respecto a las propiedades hidrodinamicas, se observaron diferencias en las
distribuciones de tamafios (Fig. 4.13), tanto relacionada al tipo de surfactante como a la
concentracion de electrolito, lo cual podria estar relacionado con la ubicaciéon puntual de

cada isoflavona en la estructura micelar.

Es sabido que las isoflavonas gliconadas tienen un caracter mucho mas polar que
sus agliconas. Entre éstas ultimas, la daidzeina, con sélo dos sustituyentes hidroxilo, tiene
una mayor afinidad por un entorno polar que la genisteina con tres sustituyentes hidroxilo.

El grupo 5-hidroxilo de la genisteina forma un enlace de hidrégeno intramolecular con el
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grupo 4-carbonilo, lo que disminuye la afinidad molecular para una matriz polar. En un
estudio de la interaccion entre isoflavonas con micelas, utilizando un surfactante aniénico
como es el SDS, Whaley y col. (2006) [307] establecieron que la genisteina es bastante mévil,
pero se encuentra principalmente inserta dentro del ntcleo hidréfobo. Por su parte, la
daidzeina y la genistina también son moviles, pero exhiben posiciones medias cerca de la

interfase micela/matriz acuosa, con grupos polares orientados hacia el compartimento

dCuoso.

Intensidad (%)

Figura 4.13. DLS. Graficos de distribuciones de diametros hidrodinamicos aparentes (d,) segin % de

intensidad de dispersidn, para sistemas micelares con y sin incorporacion de isoflavonas (IF).
Resultados correspondientes a GX (A, D, GyJ), Tg7 (B,E,Hy K) y Tg9 (C, F, Iy L) al 1% m/m a 25 °C:
A, By C) SMAs en agua; D, E y F) SMAs en NaCit 50 mM pH 4,5; G, H e I) SMAs en NaCit 100 mM pH
4,5; ), Ky L) SMAs en NaCit 200 mM pH 4,5,

La Fig. 4.13 representa las distribuciones de tamafio de los SMAs estudiados con y
sin agregado de IF. Al observar las Figs. 4.13A, By C, correspondientes a los SMAs en agua,
encontramos distribuciones casi iguales entre los sistemas con y sin IF. Sin embargo,
podemos observar una sutil diferencia en la apariciéon de un grupo de particulas de gran

tamafio (marcado con flecha) con una intensidad de dispersiéon muy baja. Considerando lo
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reportado por Whaley (2006) [307], podria pensarse, entonces, que una porcién de las IFs
presentes en la solucion fueron incorporadas en el interior de un pequefio grupo de micelas,
lo que a su vez las llevd a asociarse y modificar su morfologia y/o aumentar su tamafo,
reduciendo su difusion, equivalente a un d;, 10 veces mayor. Es probable que este grupo de

solutos insertos en el ntcleo micelar esté compuesto principalmente por genisteina.

Al incorporar el citrato al sistema, el segundo grupo de particulas comienza a
incrementarse aumentando su relevancia en relacién al primer grupo (en el caso de GX y
Tg7) en forma sostenida a medida que aumenta la concentracion de sal. Para el Tg9, si bien
la adicion de IF genera un grupo de micelas con mayor dp, se aprecia un predominio del
grupo de particulas con menor tamafio en todas las condiciones ensayadas. En este caso, si
pudo apreciarse un aumento en la dispersion del grupo de particulas de mayor tamafio.
Estas observaciones permiten deducir que la presencia del citrato conduce a una mayor
interaccion de las IFs con las micelas ya sea incorporandose éstas en el interior de la micela
o modificando su configuracidn, aumentando el N,y 0 haciéndola méas asimétrica. Este efecto
es mas notorio para GX y Tg7, sugiriendo que sus estructuras micelares de mayor tamafio,
formadas por varios cientos de mondémeros, y su morfologia cilindrica son mas apropiadas
para la mencionada interaccién. En relacion a esto, Rosen (2012) [223] ha reportado que la
adicion de electrolitos neutros a soluciones de surfactantes POE no-iénicos incrementa la
solubilizacion de compuestos hidrocarbonados a una dada temperatura, en aquellos casos
en los que el electrolito genere un aumento en el nimero de agregacion micelar. En este
caso, tanto GX como los tergitoles experimentaron este aumento de N,y con la concentracion
de NaCit, sin embargo, dado que las concentraciones de IF utilizadas en las experiencias no
fueron a nivel saturante, no podemos precisar si realmente aumenta la capacidad

solubilizante de los SMAs con la concentracion de sal.

En principio, la diferencia entre el comportamiento de GXy Tg7 con respecto a Tg9
se atribuy6 a la mayor lejania de este ultimo con respecto a su PT, con particulas
considerablemente mas pequefias y simétricas que los otros surfactantes. Esta hipétesis se
evalu6 analizando las distribuciones de tamafio micelar a temperaturas cercanas, aunque
aun inferiores al PT de cada sistema (Fig. 4.14). En estas nuevas mediciones se observaron
comportamientos disimiles a los observados a 25 °C. En general, en puntos previos al PT, se
evidencian poblaciones de micelas de mayor dj resultantes de la interaccién con las IFs,
siendo esto independiente de la presencia de citrato y de su concentracion. Lo observado
demuestra que, si bien aumentos en la concentracion de NaCit incrementan la
internalizacion de [Fs para una misma temperatura, existe un limite de solubilizacién que a

iguales condiciones de cercania con los respectivos PT no puede ser superado,
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independientemente de la concentracién del electrolito. Ademas, esto también dependeria
de la naturaleza del surfactante ya que Tg9, a diferencia de los otros dos surfactantes,
demostré ser mas ordenado y uniforme en la internalizacion de las IFs, con particulas mas

pequefias que no sufrieron un drastico fenémeno de agregacion.
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Figura 4.14. DLS. Graficos de distribuciones de diametros hidrodindmicos aparentes (d,) segiin % de

intensidad de dispersion, para sistemas micelares con y sin incorporacion de isoflavonas (IF).
Resultados correspondientes a SMAs al 1% m/m y a temperaturas cercanas al PT. GX: A) 45,5 °C en
agua, D) 41,2 °C en NaCit 50 mM pH 4,5, G) 39,3 °C en NaCit 100 mM y J) 33,9 °C en NaCit 200 mM;
Tg7: B) 37,0 °C en agua, E) 34,0 °C en NaCit 50 mM, H) 32,0 °C en NaCit 100 mM y K) 27,0 °C en NaCit
200 mM; Tg9: C) 59,0 °C en agua, F) 54,0 °C en NaCit 50 mM, 1) 52,0 °C en NaCit 100 mM y L) 48,0 °C
en NaCit 200 mM. Sistemas en NaCit a pH 4,5.

Estos resultados demuestran que las IFs interaccionan con la estructura micelar
provocando mayor dispersion y agregacion en los surfactantes menos hidréfilos (GXy Tg7).
Este proceso varia con la concentracion de NaCit y la temperatura, siendo que esta ultima

propiedad toma mayor relevancia en las cercanias del PT, volviendo insignificante al efecto

de la sal.
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4.7. CONCLUSIONES PARCIALES

Un andlisis integrador de los resultados obtenidos permite sacar las siguientes
conclusiones y dar respuesta a los diferentes interrogantes planteados al inicio de este

capitulo.

La caracterizacion fisicoquimica de los sistemas micelares acuosos (SMAs)
formados por los alcoholes alifaticos etoxilados Genapol X-080, Tergitol 15-S-7 y Tergitol
15-S-9, permiti6 obtener informacién muy util a la hora de disefar las estrategias

extractivas propuestas en el presente trabajo doctoral.

El Tg9 presenta valores mas altos de CMC y PT, compatibles con la presencia de un
grupo etoxi adicional en su molécula en relacién a GX y dos en relacién a Tg7, lo cual le

confiere mayor hidrofilicidad tanto al monémero como al ensamblado.

El agregado de NaCit reduce drasticamente tanto la CMC como el PT de los tres
surfactantes. En el caso de este Ultimo parametro, lo acerca a la temperatura ambiente,
condicion favorable en la recuperaciéon de biomoléculas termolabiles. Al aumentar la
concentracion de electrolito (NaCit) de 50 mM a 200 mM, el didAmetro hidrodindmico de las
micelas y sus nimeros de agregaciéon aumentan de manera lineal para los tres surfactantes

empleados.

GX y Tg7 presentan micelas con un didmetro hidrodindmico mayor que Tg9,
condicion que permanece presente incluso al alcanzar el PT. Esta diferencia no se observa
s6lo en dicha propiedad hidrodindmica, sino también se evidencia en la masa molecular del
agregado y, por ende, en su numero de agregacion. Teniendo en cuenta las estimaciones
tedricas sobre la morfologia, puede decirse que los sistemas micelares de GX y Tg7al 1%
m/m y 25 °C, presentan micelas elipsoidales de mayor tamafio y mdas asimétricas
(cilindricas) que las correspondientes al Tg9 (esféricas y ovoides). Para cada surfactante, la

asimetria se incrementa también con el aumento de la concentracion de NaCit en el medio.

Los tres surfactantes son capaces de interaccionar con las IF evidencidndose un
incremento en el didmetro hidrodindmico que podria ser consecuencia de la incorporacién
de la IF en el nucleo de la micela, o alternativamente de un aumento en el nimero de
mondmeros agregados o asimetria de la micela. Si bien a 25 °C este proceso esta favorecido
por el agregado de citrato sédico, al incrementarse la temperatura y aproximarse al PT, el
efecto de la sal deja de ser relevante, alcanzandose un limite de solubilizacién independiente

de la concentracién de electrolito.
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valoracion del proceso de detoxificacion

- IDEAS PREVIAS. INTERROGANTES

Control del contenido de inhibidores de tripsina

Entre los factores antinutricionales, los inhibidores de tripsina (IT) son los
componentes con mayor relevancia en el retardo del crecimiento y enfermedades digestivas
y metabdlicas [136,308,309]. Es por esto que la determinacién de la actividad antitriptica
(TIA, por sus siglas en inglés), es de gran importancia al evaluar la calidad nutricional de los
productos de soja luego de los estadios de procesamiento, con el fin de asegurar la alta
calidad del producto final. El método estandar para determinar TIA, recomendado por la
AOCS (American Oil Chemists' Society), se basa en la capacidad de inhibicion de tripsina que
presentan extractos de harina de soja frente al sustrato cromogénico a-N-benzoilo-DL-
arginina-p-nitroanilida [274]. La cantidad formada del producto de reaccién p-nitroanilida,
formado durante 10 min de reaccidn, es determinada midiendo la absorbancia en presencia
y ausencia del extracto de harina, obteniéndose una diferencia relacionada con la TIA de esa

harina. Este es un método discontinuo o de punto final, en el que la enzima (tripsina) es
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inactivada después de transcurrido el tiempo de reaccién (10 min) por disminucién del pH
con adicion de acido acético. El ensayo en su totalidad presenta cierta complejidad y no es
lo suficientemente practico como método de control de calidad en un proceso industrial.
Este presenta diversas desventajas [310,311] como se menciona a continuacién. El reactivo
para detener la reaccion (acido acético) causa desnaturalizacién no solo de la tripsina, sino
también de las proteinas extraidas, produciendo turbidez, la cual debe ser reducida por un
paso subsiguiente de clarificacién (filtracién/centrifugacion). Se requiere un blanco
adicional en el que el sustrato es adicionado luego del acido para sustraer la turbidez
remanente. Sumado a esto, cada determinacién comprende la preparaciéon de varias
diluciones de prueba procurando alcanzar una concentraciéon que presente una inhibicion
entre 40-60% del total de actividad de la tripsina, con el objetivo de minimizar el error en
la determinacidn. Finalmente, este ensayo presenta una de las desventajas propias de todo
método discontinuo, y es que al no hacerse un seguimiento del progreso de la reaccién con
el tiempo, no es posible detectar eventuales irregularidades como la pérdida de linealidad,

presencia de un tiempo de latencia, etc. [312].

Propiedades bioactivas potenciales

Gibbs y col. (2004) [33] identificaron varios péptidos bioactivos en alimentos de soja
hidrolizados. Las actividades variaron desde la inhibiciéon de la enzima conversora de
angiotensina-I (ECA) hasta la presencia de propiedades antioxidantes. Las condiciones
operativas empleadas en el procesamiento de las proteinas aisladas, el tipo de hidrélisis y
el grado de hidrolisis afectan las actividades bioldgicas [32]. Para exhibir sus efectos
beneficiosos sobre la salud, los péptidos bioactivos deben ser liberados de la estructura
primaria de las proteinas de los alimentos, donde permanecen unidos a otros aminoacidos.
Ademas, la hidrolisis de proteinas también puede conducir a hidrolizados con propiedades
tecno-funcionales mejoradas (por ejemplo, solubilidad, emulsificacién, formacién de
espuma, detergencia y gelificaciéon) [313]. La liberacién de péptidos bioactivos se logra
mediante la degradacion de las proteinas originales con compuestos quimicos (por ejemplo,
acidos y alcalis) o enzimas. La protedlisis causada por enzimas es preferible a la hidrolisis
quimica ya que: i) la reaccién se lleva a cabo en condiciones suaves de pH (4-8) y
temperatura (40-60 °C), ii) se evitan reacciones secundarias debido a la alta especificidad
de las enzimas, y iii) los péptidos obtenidos mantienen su valor nutritivo [314]. Emplear
una enzima apropiada y tener un buen control de las condiciones de procesamiento (por
ejemplo, pH, temperatura, relacién enzima/proteina y tiempo) son aspectos criticos para la
produccion de hidrolizados de proteina con las propiedades requeridas [314]. De hecho,

estas variables de proceso determinan el grado de la reaccion de hidroélisis para un sistema
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enzima-proteina. Esto normalmente se indica por el grado de hidrélisis (GH), que se define

como el porcentaje de enlaces peptidicos escindidos.

En el proceso de hidrélisis enzimatica, la especificidad de la enzima utilizada es
particularmente importante. Esto se debe a que afecta el tamaio, la cantidad, la composicién
de aminodacidos y la secuencia de aminoacidos de los péptidos producidos, lo que a su vez
influye en las propiedades bioactivas y funcionales de los hidrolizados [315]. Las proteasas
industriales derivadas de diferentes fuentes, como los microorganismos (Alcalase,
Neutrase, Protease P "Amano" 6, Flavourzyme, Protamex) [316,317], animales (PTN,
pepsina, tripsina, quimotripsina-a, pancreatina) [318,319] y plantas (cardosina, papaina,
bromelina) [320-322] han sido ampliamente utilizadas para la produccién de hidrolizados
de proteinas que exhiben propiedades bioactivas y/o funcionales. Estas proteasas
comerciales pueden contener principalmente endopeptidasas (por ejemplo, tripsina,
subtilisina, papaina), o una combinacién de endopeptidasas y exopeptidasas (por ejemplo,
carboxipeptidasas, aminopeptidasas). Segin varios estudios, Corolase PP (complejo
proteolitico de calidad alimentaria, producido a partir de pancreas porcino) es uno de los
complejos enzimaticos comerciales mas apropiadas para producir hidrolizados derivados
de proteinas lacteas con actividad antioxidante [323] y actividad antihipertensiva [324].
Aunque existen algunos estudios sobre hidrolizados de soja que utilizan diferentes enzimas,
hasta el momento de realizado este trabajo no se habia reportado ningtin estudio aplicando

Corolase PP.

En este marco, consideramos relevante incluir a las propiedades bioactivas o de
produccién de hidrolizados bioactivos (proteasas comerciales, asi como las propias del
sistema gastrointestinal) como parametros de calidad de los productos finales de los
diferentes procesos de detoxificacion y sumarlos a los demds indicadores (contenido
proteico y de antinutrientes). Sumado a esto, vimos una oportunidad clara de mejora de la
metodologia de dosaje de TIA, generando una ventaja analitica para el trabajo a realizar en

esta tesis y como herramienta para la industria en general.

Como mapa de ruta del presente capitulo, se plantearon los siguientes
interrogantes: ;Podrd medirse TIA de manera continua? ;Como se expresardn los resultados?
¢Cudl serd la ventaja de esto en relacién al método estdndar? ;Como serdn las capacidades
antioxidantes y antihipertensivas de la proteina nativa de soja? ; Podrdn estas bioactividades
mejorarse con la hidrélisis? ; Podrdn estas propiedades aplicarse como pardmetros de calidad

proteica?
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5.1. METODO CONTINUO PARA DETERMINAR ACTIVIDAD
INHIBIDORA DE TRIPSINA EN HARINA DE SOJA

5.1.1. Método propuesto vs método estandar

Muestras de harina de soja con diferente actividad de IT fueron analizadas
simultaneamente por ambos métodos, el estandar (discontinuo) y el propuesto (continuo),
descriptos en las Secciones 3.2.8 y 3.2.9, y sus resultados fueron comparados. Tanto la
harina comercial como la industrial se sometieron a diferentes procesos de inactivacion
térmica para reducir moderadamente su actividad de IT y lograr asi muestras con un rango
mas amplio de actividades. Los resultados obtenidos pueden observarse en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Comparacion de valores de TIA obtenidos por los métodos estandar (discontinuo) y propuesto
(continuo)

Ensayo
Muestra Tratamiento? Estandar® Propuesto©

TIA SD cv TIA SD cv
1- Mol S/T 43420 1091 2,5 41193 2363 5,7
2- Mol 80 °C, 1h 39874 642 1,6 41122 1822 4,4
3- Mol 100°C, 1,5h 30310° 508 1,7 23960" 966 4,0
4- Mol* S/T 1352 92 6,8 2673 212 7,9
5- Com S/T 31463 773 2,5 33067 991 3,0
6- Com 100°C,2,5h 25340 341 1,3 26862 1002 3,7

Mol, harina de soja desgrasada blanca (no desactivada) suministrada por Molinos Rio de la Plata SA;
Mol*, harina de soja desgrasada tostada (desactivada) suministrada por Molinos Rio de la Plata SA; Com,
harina de soja adquirida en un comercio local.

2Especificaciones (temperatura y tiempo de incubacidn) de los procesos de desactivacidn realizados en
laboratorio. S/T, sin tratamiento

PEnsayo estandar: condiciones de reaccién descritas en Seccién 3.2.9.

“Ensayo propuesto: condiciones de reaccién descritas en Seccién 3.2.10, tiempo de reaccién 10 min.
*Valores significativamente diferentes en la misma fila, para un nivel de significancia de 0,05.

TIA, SD y CV: media (TIU/g), desvio estdndar (TIU/g) y coeficiente de variacidn (%) de triplicados.

Los valores obtenidos mediante el método estandar para las harinas sin tratamiento
o con tratamiento térmico en las condiciones mas suaves, mostraron las mayores TIAs. Los
valores obtenidos, alrededor de 40000 TIU/g, estuvieron en concordancia con los valores
reportados previamente por otros autores [325-328]. Cabe mencionar que, en la literatura
puede encontrarse un amplio rango de resultados de actividad antitriptica dependiendo de
la especie de leguminosa, su estado de maduracion y las condiciones ambientales durante
la temporada de cultivo. A pesar de que las muestras desactivadas en nuestro laboratorio

fueron sometidas a calentamiento en seco, durante prolongados periodos de tiempo y
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temperaturas moderadas (80 °C) y altas (100 °C) obteniéndose TIAs significativamente
inferiores a las de las muestras no tratadas, la harina desactivada por la empresa Molinos

Rio de la Plata SA (Mol*) mostro los valores mas bajos de TIA.

Las muestras 1, 2, 3, 5 y 6 tuvieron que ser diluidas convenientemente (1:20),
mientras que la muestra 4 no requirié de dilucién, para cumplir con la condicién de que sus
absorbancias fuesen 0,4 - 0,6 veces del valor del control. Este requerimiento lo establece el
método estdndar para minimizar el error en la medicién [275], siendo necesario para ello
llevar a cabo ensayos adicionales (prueba y error) con el consiguiente gasto de tiempo y

reactivos.
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Figura 5.1. Curva tipica del progreso de reaccidn con el método propuesto (continuo) para una dada
muestra (muestra de harina n° 1) y control.

Las curvas de reaccion obtenidas en el método continuo siguen un patrén similar al
de la Fig. 5.1. Como era esperable, la pendiente de la curva ajustada para la muestra
(Mmuestra) fue menor a la del control (meontro) para todas las harinas ensayadas debido a la
inhibicién de la actividad de la tripsina causada por los ITs presentes en las harinas de soja.
Los valores de pendiente reemplazados en la ecuaciéon 3.15 permitieron obtener la
magnitud de TIA en TIU/g, de manera similar al método estandar. Al comparar los
resultados obtenidos por ambos métodos para las mismas muestras, utilizando para ello el
analisis de sus varianzas (ANOVA), no se encontraron diferencias significativas en la
mayoria de las muestras. Para la muestra 4, fue llamativo que la diferencia no fuera

significativa a partir del test de Tukey, teniendo en cuenta los valores de ambas medias
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(entre el método continuo y el discontinuo) y sus pequefios desvios. Para aclarar este punto,
es importante notar que este test ajusta los intervalos de confianza para permitir
comparaciones entre todos los pares de medias. Se utiliza la t de Tukey en lugar de la t de
Student en los calculos, siendo la primera (1/+v2) veces el rango de distribucién
estudentizado. El procedimiento de Tukey es mas conservador que, por ejemplo, el de
Fisher LSD, dado que hace mas dificil declarar a un par particular de medias como
significativamente diferentes [329], disminuyendo asi la posibilidad de incurrir en un error

de tipo I en la estimacion de la significancia.
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Figura 5.2. A) TIA para las muestras de harina mediante ambos métodos, estandar y propuesto
(puntos) y curva de regresién de BLS (linea sélida) junto con sus parametros (pendiente e interseccion)
y sus correspondientes intervalos de confianza (0,05 de nivel de significancia). B) Regidn de confianza
conjunta a partir del método BLS y representacién del punto determinado por los valores tedricos de
pendiente e interseccion (1, 0).
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Adicionalmente a las comparaciones individuales de las muestras, se realizé un
analisis comparativo de ambos métodos (ver Seccidn 3.2.29). La Fig. 5.2 A muestra la curva
de regresion obtenida por el método de los minimos cuadrados bivariado (BLS), donde la
abscisa representa los valores de TIA obtenidos por el método discontinuo y la ordenada
representa los valores obtenidos por el método continuo. El intervalo de confianza tanto
parala pendiente como parala ordenada al origen (ver recuadro Fig. 5.2 A) contiene al valor
tedrico correspondiente (1 y 0 respectivamente), lo que sugiere que el método estandar y
el propuesto son comparables. Sin embargo, esto podria ser una conclusién errdénea al
ignorarse una eventual correlacién entre la pendiente y la ordenada al origen [295]. Por
ello, Franco y col. (2002) [295] sugirieron calcular la regién eliptica de confianza conjunta
(EJRC, por sus siglas en inglés) de estos parametros, la cual se representa en la Fig. 5.2 B. A
partir de esta grafica puede inferirse que no hay un sesgo constante y proporcional, dado
que el punto (1, 0) esta contenido en la mencionada region. Esto indica que la pendiente y
la ordenada al origen no difirieren estadisticamente de 1 y 0 respectivamente,
permitiéndonos confirmar la equivalencia entre ambos métodos. Sumado a esto, Van de
Velde y col. (2012) [330] demostraron que cuando el puto 6ptimo (1, 0) esta incluido en la

EJCR, se ha logrado una buena exactitud con el método propuesto.

En la Tabla 5.1 pueden observarse también los coeficientes de variacién (CV)
correspondientes las diferentes medidas de TIA. Se ve claramente que los CV (%)
correspondientes a las medidas del método propuesto son mayores a los del método
estandar. Este hecho podria atribuirse a las diferentes condiciones operacionales
correspondientes a cada método. Cominmente, los métodos continuos se llevan a cabo
secuencialmente, es decir que se realiza el procesamiento de a una muestra por vez,
mientras que en los discontinuos pueden procesarse varias muestras en simultaneo. En
consecuencia, estos ultimos permiten mantener condiciones operacionales practicamente
idénticas para cada muestra en un dado lote o corrida (15 determinaciones/lote en nuestro
caso), lo que minimiza la variabilidad derivada de reactivos poco estables y factores
ambientales que pueden modificarse durante el tiempo de trabajo. Teniendo en cuenta lo
antes expuesto, el CV (%) del método continuo podria reducirse utilizando un
espectrofotémetro con celdas multiples o un lector de microplacas, capaz de leer hasta 96

muestras en simultaneo.

A pesar que una reduccion del CV (%) seria deseable, cabe mencionar que los CV
(%) observados con el método propuesto no superaron el 8% para ningin nivel de

actividad. El CV (%) representa una medida de la precisiéon y su valor no debe exceder el
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15% en la validaciéon de un método bioanalitico [331], condicién alcanzada por cada valor

observado en el presente estudio (Tablas 5.1y 5.2).

5.1.2. Analisis de la curva de reaccion y linealidad del ensayo

Al analizar la forma de la curva del progreso de la reaccion (Fig. 5.1), fue notorio que
la grafica de Abs vs. tiempo result6 lineal en presencia de IT (muestra), sin embargo, fue
ligeramente curvada en ausencia de IT (control). Mediante el analisis estadistico de las seis
réplicas se observé una falta de ajuste significativa de los datos al modelo lineal. Esto sugirié
considerar un modelo polinomial de mayor grado, encontrando un ajuste adecuado en un

modelo polinomial cuadratico (Rz= 0,998):
Abs = 0,0278521 + 0,0020113 t — 7,41739 10772 (5.1)

donde Abs es la absorbancia y t el tiempo en segundos.
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Figura 5.3. Efecto de la reduccién del tiempo de reaccién sobre los valores de TIA obtenidos por el
método continuo (2, 4 y 10 min) y en comparacion a los valores del método discontinuo. Los nUmeros
de muestra se corresponden con la Tabla 5.1. Para cada muestra, las columnas que comparten la
misma letra (a, b, c) no difirieren significativamente en sus medias, dado el andlisis de sus varianzas
(ANOVA) con la prueba de rangos multiples de Tukey para un nivel de significancia de 0,05.

La no-linealidad de la curva control, sugiere que la degradacion del BAPNA por la
tripsina no tiene lugar bajo condiciones de saturacién mas alla de los 10 minutos de
incubacion. En presencia de IT, sin embargo, para la curva de la muestra no se observé falta
de ajuste al modelo lineal. Bajo estas condiciones operacionales, los ITs se unen a la tripsina
y, por lo tanto, la cantidad de enzima libre que es capaz de reaccionar con BAPNA es lo
suficientemente baja como para hacer saturante la concentracion de trabajo del sustrato. La

no-linealidad de la curva de reaccion (en ausencia de IT), asi como sus posibles causas han
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sido reportadas por otros autores [311]. Independientemente de dichas causas, la
mencionada curvatura conduce a resultados subvalorados y, en consecuencia, a un rango
delinealidad del método mas acotado. Para corregir esto, seria necesario realizar un analisis
mas profundo y recalcular volimenes y concentraciones de reactivos, y precisar sus

caracteristicas de pureza.

Con el objetivo de alcanzar la condicién de linealidad cambiando minimamente las
condiciones experimentales, evaluamos tiempos de seguimiento de la reaccién mas cortos
y su efecto en los resultados de TIA. Para ese propdsito, reprocesamos todos los datos
obtenidos previamente para el ensayo continuo a 10 min, acotandolos a s6lo 2 y 4 min de
reaccion (Fig. 5.3). En el andlisis de la curva control, se observo que, para una reaccion de 4
min, a pesar de no presentar carencia de ajuste al modelo lineal, continua teniendo mejor
ajuste con un modelo cuadratico. Sin embargo, al considerar 2 min de reaccion, la estadistica
(ANOVA) demostré que la relacion lineal de los datos es el modelo de regresiéon mas

apropiado.

Como era de esperar, los valores de TIA aumentan significativamente al reducir el
tiempo de reaccion, a excepcion de la muestra 4 (Fig. 5.3). A partir de nuestros calculos se
observd que, el incremento en TIA resulta principalmente del incremento en la pendiente
de la curva control (mconwol) dado que las curvas de las muestras no alteran pendientes

(Mmuestra) @ pesar de la reduccion de tiempo de reaccion.

Tabla 5.2. Comparacion de rangos lineales para los métodos propuesto (continuo), a diferentes tiempos
de medicion, y estandar (discontinuo).

Ensayo
, Propuesto i
Fo Estandar
2 min 4 min 10 min
TIA SD cv TIA SD cv TIA SD cv TIA SD cv

0,6 53068% 2073 3,9 49799° 2936 5,9 36463° 2294 6,3  45067° 1554 3,4
1,0 52390° 1527 2,9 48764® 916 1,9 39664° 429 1,1  41687° 858 2,0
1,4 547052 3292 6,0 52089* 2845 5,5 45139%P 455 10 48264*° 477 1,0
1,8 5298827 1034 2,0 50299° 1088 2,2 41706*P 1349 3,2  43980° 446 1,0

"Diluciones de muestra 1, calculadas como la relacién entre el volumen de sobrenadante ensayado y el
correspondiente al protocolo de cada método.

b y/alores de la misma columna que comparten superindice no presentan diferencias estadisticas entre
si, dado el analisis de sus varianzas (ANOVA) con la prueba de rangos multiples de Tukey para un nivel
de significancia de 0,05.

TIA, SD y CV: media (TIU/g), desvio estandar (TIU/g) y coeficiente de variacion (%) de triplicados.
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En este punto, se evalué si la reduccion de los tiempos de incubacién implicaria
cambios en el rango de linealidad del método. Se realizaron los ensayos estandar (10 min
de incubacién) y propuesto a diferentes tiempos de incubacién (2, 4 y 10 min) para un
amplio rango de diluciones (0,6; 1,0; 1,4 y 1,8) de una misma muestra (muestra 1). Los
resultados (Tabla 5.2) indicaron que s6lo el ensayo continuo a 2 y 4 min conduce a valores
que no difieren estadisticamente para todas las diluciones. Por otro lado, la incubacién a 10
min conduce a valores significativamente diferentes tanto para el método continuo como el
discontinuo. De acuerdo con estos hallazgos, la reduccién en el tiempo de reaccion puede
considerarse una buena alternativa, no solo por hacer mas rapido el ensayo sino también
por ampliar el rango lineal. Esto ocurre por un incremento en la sensibilidad del método al
cambio de respuesta por unidad de actividad, es decir a la mayor pendiente de la recta de

regresion.

5.2. BIOACTIVIDAD DE LA PROTEINA DE SOJA

Como indicadores de calidad, ademas del contenido de antinutrientes, se
consideraron dos tipos de bioactividades muy estudiadas en la actualidad, las capacidades
antioxidante y antihipertensiva. En un enfoque inicial, se tomé como modelo de estudio a la
proteina aislada de soja (SPI, Fig. 5.4), simplificando asi la matriz en estudio. Sobre el SPI se
efectud una hidrdélisis, procedimiento que generalmente conduce a un aumento de dichas
bioactividades [332], a modo de definir y adaptar las técnicas a aplicar en la evaluacion de

la calidad nutricional de las harinas y concentrados proteicos de soja.

Figura 5.4. Aislado proteico de soja (SPI) producido en este trabajo.

Diferentes reportes han demostrado que el calentamiento de las proteinas de soja

por encima de 70 °C provoca la disociacion de sus estructuras cuaternarias, desnaturaliza
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sus subunidades, y promueve la formacion de agregados proteicos a través de mecanismos
electrostaticos, hidrofébicos y de intercambio de disulfuros [333]. La glicinina tiene un
punto de transicién térmica (desnaturalizacién) de 92 °C, superior al del otro componente
mayoritario del aislado de proteina de soja (SPI), la B-conglicinina, cuyo valor es 72°C.
Basado en esto, fueron elegidas dos condiciones para producir el aislado, controlando
temperatura y tiempo (70 °C, 1 h; 90 °C, 30 min), ambas cercanas a las temperaturas de
desnaturalizacién de las 2 globulinas mencionadas. Asi se obtuvieron los SPIs
correspondientes, designandose como SPI70 y SPI90 segin la temperatura de extraccién.
Adicionalmente, se produjo un aislado a temperatura ambiente para usar como control en

la cromatografia de exclusién molecular que se reporta en parrafos subsiguientes.

Luego del tratamiento con Corolase PP, segtin lo descripto en la Seccién 3.2.12, los
hidrolizados finales de SPI fueron nombrados SPH70 y SPH90, respectivamente, segtn la

condicion de extraccién aplicada.

5.2.1. Hidrdlisis
Como se muestra en la Fig. 5.5, el progreso de este proceso se evalué mediante la
determinacién del grado de hidroélisis (GH) a diferentes tiempos de muestreo (30 min, 1, 2,

3,4,5,6,8,10y 24 h),
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Figura 5.5. Grado de hidrdlisis (GH) de los hidrolizados de SPI con Corolase PP (SPH70 y SPH90) en
funcién del tiempo de hidrdlisis. Los datos unidos por lineas corresponden a las observaciones
longitudinales para una misma ejecucion.
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Dado que en los datos recolectados la variable respuesta se registra mas de una vez
para cada tiempo seleccionado, se consideran del tipo de “medidas repetidas”, analizadndose
mediante el procedimiento de “Modelos Lineales Generalizados”. Los modelos demostraron
una correlacidn significativa entre las observaciones (P < 0,001), aunque s6lo explicaron el
71% de la variabilidad de los datos (R%z = 0,711). Mientras que entre las réplicas no se
observaron diferencias, si la hubo entre ambos SPHs, aunque ésta fue minima (P ~ 0,050).
Sin embargo, a pesar de SPH90 conseguir mayores valores de GH (principalmente entre las
2 y 8 h), el comportamiento para tiempos mas largos no difiri6é entre los SPHs (P > 0,900).
Como se observa en la Fig. 5.5, el GH alcanza 10,0 % + 0,6 y 13,2 % + 1,4 para SPH70 y SPH90
respectivamente, a las 6 h. Estos valores son similares a los obtenidos por Chiang y col.
(2006) [334] para pepsina y tripsina (10,5 y 10 %, respectivamente) pero menores que los
producidos por las proteasas comerciales Alcalase y Flavourzyme (18 y 23 %,
respectivamente) al mismo tiempo de hidrdlisis de una dispersién al 3 % (m/V) de SPI (de
harina de soja desactivada) y con una proporcion de proteasa/SPI de 1 % m/m (hidroélisis
realizada bajo condiciones 6ptimas de temperatura y pH, sugeridas por los proveedores).
Aunque las dispersiones utilizadas en nuestro trabajo fueron un tercio del contenido de SPI
(1% m/V), la Corolase PP fue capaz de romper un nimero de enlaces peptidicos similar al
que rompieron la pepsina y tripsina (enzimas con alta actividad proteolitica), evidenciando
asf una mayor eficiencia que dichas enzimas en cuanto a la cantidad de proteina hidrolizada.
Sin embargo, a pesar de este buen desempefio, no consiguié alcanzar el alto poder

proteolitico de la Alcalase ni Flavourzyme.

La Fig. 5.5 muestra ademas que GH aumenta en forma sostenida hasta alcanzar un
valor maximo de 18,9 % + 1,9 para SPH70y 20,4 % + 1,4 para SPH90 a las 10 h, sin mostrar
diferencias significativas después de las 24 h en ambos casos. De acuerdo con Lee (2011)
[335], lahidrdlisis de SPI por encima de un cierto limite (mas de 8 %) resulta en la liberacién
de péptidos que provocan amargor. Por lo tanto, el uso de SPH en aplicaciones de alimentos
es limitado debido a los efectos adversos del sabor amargo causado por hidrélisis sobre la
calidad sensorial. En consecuencia, es importante mantener una hidroélisis controlada y
limitada para conseguir las propiedades funcionales y bioactividad deseadas, con una

produccion reducida de amargor.

5.2.2. Caracterizacion de los hidrolizados peptidicos

5.2.2.1.  Cromatografia de filtracién por geles

La Fig. 5.6 muestra la distribucién de tamafios moleculares de los SPIs extraidos a

70 y 90 °C (SPI70 y SPI90, Figs. 5.6A y B) y sus SPHs (SPH70 y SPH90, Figs. 5.6C, D, E y F).
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Como se ve en las Figs. 5.6A y B, SPI70 y SPI90 se compararon con el SPI extraido a
temperatura ambiente (SPI25). Se observan las principales globulinas, glicinina (pico 1, con
un volumen de retencién de unos 7,2 mL, correspondiente a una estructura hexamérica de
masa molecular media de 360 kDa) y B-conglicinina (pico 2, volumen de retencién
alrededor de los 9,6 mL, correspondiente a una estructura trimérica de masa molecular de
180 kDa). Para SP170, que fue sometido a un calentamiento préximo al punto de transicion
de la B-conglicinina, se observa una disminucion del contenido de la estructura cuaternaria
de esta globulina (pico 2) y la aparicién de sus subunidades globulares disociadas (pico 3).
En el SPI90, la influencia de la temperatura por encima del punto de transiciéon de [3-
conglicinina resulté en la ausencia total del pico 2, lo que demuestra la disociacién de las

estructuras cuaternarias casi por completo.
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Figura 5.6. Cromatogramas de exclusion molecular tipicos de A) SPI25 y SPI70, B) SPI25 y
SP190, C) SPH70 a las 4 h, D) SPH90 a las 2 h, E) SPH70 a las 24 h y F) SPH90 a las 24 h, a 280
nm. 1: estructura cuaternaria de glicinina; 2: estructura cuaternaria de B-conglicinina; 3:
subunidades globulares (glicinina y B-conglicinina); 4-6: fracciones peptidicas.

Como se muestra en las Figs. 5.6C, D, E y F, el perfil cromatografico de los SPHs
muestra una desaparicion de la estructura cuaternaria compacta y de las subunidades de

las globulinas (reducciéon de los picos 1, 2 y 3), y la generacion de péptidos de bajo peso
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molecular (aparicion/crecimiento de los picos 4, 5 y 6) a medida que el tiempo fue
transcurriendo. Las globulinas tienden a desaparecer casi por completo después de 4 h para
SPH70 y de 2 h para SPH90. A las 24 h, se observa que el pico 4 también desapareci6
incrementandose los picos 5 y 6. Esto sugiere la hidrdlisis de los péptidos del pico 4 y la
generacién de otros con masas moleculares inferiores a 3 kDa (picos 5 y 6). En concordancia
con lo observado en nuestro trabajo, la hidrélisis de una dispersiéon de SPI al 3 % con una
mezcla de Flavourzyme:Alcalase (2,5 % 3:2/sustrato - m/m) produjo hidrolizados
principalmente compuestos de aminoacidos y pequefios péptidos con masas moleculares

menores a 4 kDa [66].

5222 SDS-PAGE

Como método alternativo o complementario para caracterizar el perfil de tamafos
moleculares de las muestras, se llevd a cabo una SDS-PAGE, cuyos resultados se muestran
en la Fig. 5.7. Puede apreciarse que las bandas de las subunidades de (-conglicinina y
glicinina estan presentes en ambas muestras no hidrolizadas (Fig. 5.7, calles 10 y 11 para
SPI70 y SPI90 respectivamente), en concordancia con las bandas observadas en otros
trabajos [336,337]. Las subunidades de glicinina se observan practicamente intactas en el
SPH70 alos 30 min, 2 y 4 h, mientras que las bandas de (-conglicinina fueron hidrolizadas
a partir de los 30 min hasta casi desaparecer a las 4 h (Fig. 5.7 calles 2, 4 y 6). Para SPH90,
las subunidades de glicinina se mantuvieron intactas a los 30 min, pero casi desaparecieron
a las 4 h de hidrdlisis (Fig. 5.7 calles 3, 5 y 7). Las bandas de [3-conglicinina de SPH90
comenzaron a disminuir a los 30 min, desapareciendo completamente después de 2 h (Fig.
5.7 calles 3, 5 y 7). De acuerdo con reportes previos [337], las subunidades basicas de la
glicinina en SPH90 parecen ser mas susceptibles a la hidrdlisis que las subunidades acidas.
Estas subunidades residen en el interior del complejo de la glicina sin desnaturalizar,
quedando asi menos expuestas al ataque enzimatico, sin embargo, este comportamiento
protector s6lo ocurre hasta alcanzarse su punto de desnaturalizacién. SPH70 y SPH90
mostraron nuevas bandas a los 25 kDa y por debajo de 20 kDa, evidenciandose también
péptidos pequenos en la parte inferior del gel (Fig. 5.7 calles 2-9). Para los SPHs a las 24 h,
los péptidos mas pequeiios no pudieron ser resueltos por el gel (Fig. 5.7 calles 8 y 9). Puede
observarse ademas una mayor susceptibilidad del SPH90 a ser hidrolizado en comparacién
con SPH70, lo que concuerda con lo observado previamente para hidrélisis enzimaticas de

SPI desnaturalizado [336,338].
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10 11

Figura 5.7. SDS-PAGE. Patrones de los SPIs y sus hidrolizados a diferentes tiempos (30 min, 2, 4y 24
h). Calles: 1: marcador de pesos moleculares (kDa); 2: SPH70 a 30 min; 3: SPH90 a 30 min; 4: SPH70 a
2 h; 5:SPH90 a 2 h; 6: SPH70 a 4 h; 7: SPH90 a 4 h; 8: SPH70 a 24 h; 9: SPH90 a 24 h; 10: SPI70; 11:
SPI190. A: subunidades de B-conglicinina; B: subunidades de glicinina.

5.2.3. Capacidad antioxidante de los hidrolizados

Segun Neuzil y col. (1993) [339] la capacidad de las proteinas para actuar como
compuestos antioxidantes puede atribuirse a su capacidad de capturar radicales libres. Se
sabe que la hidrolisis enzimatica mejora las propiedades nutricionales y funcionales de las
proteinas. La especificidad de la proteasa determina la secuencia de aminoacidos de los
hidrolizados, lo que influye en su actividad antioxidante. En el presente estudio, se evalu6
el efecto protector de los SPHs contra peroxilos. La actividad antioxidante se midi6
mediante la metodologia ORAC, descripta en la Seccion 3.2.16. Los resultados se expresaron
en relacion al contenido de proteina de la suspension inicial de SPI (Seccién 3.2.15) y a la

masa de harina de soja.

La actividad antioxidante de los hidrolizados fue mayor a la del control
correspondiente. Ambos SPIs presentaron valores de ORAC (1,42 pmol TE/mg proteina para
SP170 y 1,87 umol TE/mg proteina para SPI90) significativamente superiores a aquellos
presentados por Tavares y col. (2011) [320] para un concentrado de proteina de suero de
leche, a-lactalbimina y caseinomacropéptido (0,195, 0,499 y 0,105 pumol TE/mg proteina,
respectivamente), e incluso mayores que los obtenidos para hidrolizados de a-
lactoalbimina con Cardosina (1,061 upmol TE/mg proteina). En otro trabajo,
Ranamukhaarachchi y col. (2013) [340] presentaron un estudio de SPI calentado (95 °C
durante 5 min) y no calentado, con una hidroélisis secuencial de 90 min con pepsina y
pancreatina, mostrando valores de 1,71 y 1,79 pumol TE/mg respectivamente, y valores de

2,37 y 3,07 pmol TE/mg para los respectivos permeados de ultrafiltraciéon (fracciones
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menores a 10 kDa). En comparacion con ese trabajo, los SPHs totales (sin fraccionamiento
por tamafio) con Corolase PP alas 2 h (120 min) alcanzaron valores comparables (2,47 umol
TE/mg proteina para SPH70 y 3,23 pmol TE/mg proteina para SPH90) a los permeados
mencionados. Ademas, nuestros hidrolizados alas 4,5y 24 h paraSPH70yalas 2, 3,4, 5, 8,
10 y 24 h para SPH90 presentaron los valores 3,26, 3,12 y 3,83 pumol TE/mg y 3,29, 3,97,
3,19, 3,13, 3,39, 3,16 y 4,45 pmol TE/mg respectivamente, superiores todos ellos a los del
hidrolizado de a-lactoalbimina obtenido con Corolase PP durante 24 horas a 37 °C en otro

trabajo [283], cuyo valor de ORAC resulté ser 2,95 umol TE/mg.
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Figura 5.8. Actividad antioxidante ORAC de SPH70 y SPH90 en funcion del tiempo de hidrdlisis (A) y
del GH (B). Los datos unidos por lineas corresponden a las observaciones longitudinales para una
misma ejecucion.

Con el mismo criterio adoptado en la Seccién 5.2.1, se aplicé un analisis del tipo de
“Modelos Lineales Generalizados”. Los modelos demostraron una correlacién significativa
entre las observaciones (P < 0,001), aunque sélo se consiguid explicar el 59% de la
variabilidad de los datos (R2 = 0,588). Esta correlacion indica que la capacidad antioxidante
de los SPIs aumenta al ser hidrolizados. La Fig. 5.8A muestra la capacidad antioxidante en
relacion al tiempo. Si bien el patron de captura de radicales peroxilo a lo largo del tiempo
no fue diferente entre los SPHs (P > 0,900), SPH90 present6 valores mayores (P < 0,005).
De acuerdo con Amigo-Benavent y col. (2008) [341], este tipo de actividad puede verse

afectada en funcién de la intensidad del tratamiento térmico.

Al relacionar los valores observados de ORAC con el GH correspondiente a cada
observacién, como era de esperar, obtuvimos una correlacién significativa (P < 0,001).
Como se muestra en la Fig. 5.8B, los valores de ORAC aumentan con el GH, aunque los datos
presentan una alta variabilidad que el modelo no consigue explicar en gran medida (R2 =

0,523). Sin embargo, a partir de este analisis estadistico encontramos que no existen
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diferencias entre los SPHs (P > 0,200). Esto quiere decir que la capacidad antioxidante no
varia directamente segun el tratamiento de extraccién, sino que s6lo depende del GH

alcanzado, el cual si se relaciona con el tratamiento.

5.2.4. Capacidad inhibitoria sobre la actividad de ECA

Muchos estudios han demostrado que el consumo de proteina de soja tiene varios
efectos positivos sobre la salud, siendo una de estas caracteristicas la actividad
antihipertensiva [35]. La actividad antihipertensiva se basa fundamentalmente en la
inhibicién de la actividad de un regulador crucial de la presién arterial, la enzima
conversora de angiotensina-I (ECA), la que puede elevar demasiado la presién arterial
cuando es anormalmente activa, causando hipertensién [342]. En otros trabajos con

hidrolizados de proteinas de soja se han identificado péptidos antihipertensivos [334,343].

Para la caracterizacion de la inhibicién sobre la ECA (iECA) por SPIs y SPHs, se
determind el ICso. Debe tenerse presente que un mayor valor de ICso indica una menor iECA,
ya que se requiere mas proteina para lograr el 50% de inhibicién de la enzima. Como
muestra la Tabla 5.3, los SPIs no mostraron una inhibicién significativa (ICso > 1000 pg
proteina/mL), mientras que se observd una disminucion significativa en la actividad de la
ECA cuando ambos SPHs fueron analizados, indicando un interesante potencial inhibitorio.

Tabla 5.3. Resultados de grado de hidrdlisis (GH) y actividad inhibidora sobre la enzima conversora

de angiotensina-l (ECA) de los hidrolizados totales, obtenidos de SPH70 y SPHI0 a tres tiempos de
hidrdlisis diferentes.

Sustrato
Tiempo de  spp79 SPH90
hidrolisis
(h) GH (%) iECA (ICso, pg/ mL) GH (%) iECA (ICso, g/ mL)
0 0,90 0,03 >1000 0,69 +0,13 >1000
2 5,51+ 0,31 274 + 3% 7,92 0,85 403 + 49*
4 7,33+0,28 221 + 22 11,44 + 0,60 254 + 21*
10 18,88 + 1,89 237 + 14* 20,40 +1,38 178 + 28*

Analisis de varianza fue usado para estimar el efecto la actividad inhibidora de la ACE de cada
sustrato: Test de Tukey: *p< 0,001, usando SPIs (SPI70 and SPI90) como hipdtesis nula, Valores
expresados como media + error estandar (SEM) (n= 2 tanto para grado de hidrélisis como actividad
inhibidora de la enzima conversora de angiotensina).

El incremento del GH no mostré ningun efecto significativo sobre esta bioactividad
para SPH70, al contrario de lo observado para SPH90 entre las 2 y 4 h de hidrolisis. Los ICso
de SPH70 y SPH90 fueron 274-237 pg proteina/mL y 403-178 pg proteina/mL,

respectivamente entre las 2-10 h de hidrélisis (Tabla 5.3). En trabajos anteriores se informé

125



PARTE III - Resultados y Discusion

la potencial actividad antihipertensiva de diferentes péptidos, presentes en hidrolizados
proteicos de la leche y derivados de soja, con valores (33-930 pg proteina/mL) que se
corresponden con los observados en este estudio [320,334,343]. De hecho, Cha and Park
(2005) [343] reportaron una iECA de 120 pg proteina/mL para una hidroélisis de SPI de
18,54% de GH con la proteasa de Bacillus sp. SS103, actividad que se incrementé mediante
ultrafiltraciéon con una membrana de 10 kDa, hasta un valor de 48 ug proteina/mL. Por su
parte, Chiang y col. (2006) [334] también informaron de un aumento de la actividad
inhibidora sobre la ECA de 668 a 78 pg proteina/mL en un hidrolizado de SPI con Alcalase
durante 6 h por medio de ultrafiltracién con membrana de 10 kDa. Ademas, Hideaki y col.
(1990) [344] reportaron el efecto antihipertensivo de un hidrolizado de caseina con un
valor ICso de 166 pg proteina/mL en ratas hipertensas. Estos resultados indican la potencial
actividad antihipertensiva de nuestros hidrolizados y hacen previsible un posible
incremento de dicha actividad via un proceso de ultrafiltracién, que concentre los péptidos

de tamaifios moleculares inferiores.

5.3. CONCLUSIONES PARCIALES

Se considerard como indicador principal del grado de detoxificacién, en el
procesamiento de la harina de soja, a la actividad de inhibicién triptica, siguiendo los
criterios normalmente aplicados en la industria. En base a los resultados obtenidos,
consideramos que el método continuo propuesto en nuestro trabajo, cumple con los
requisitos para el control de calidad, constituyendo una buena alternativa para reemplazar
el método actualmente utilizado (discontinuo). Un tratamiento apropiado de los datos
permite informar los resultados TIU/g de manera similar al método estandar, siendo esto
importante a la hora de comparar resultados interlaboratorios. El método propuesto no
requiere la adicion de acido acético para detener la reaccion, por lo que no es necesario un
paso de clarificacién para reducir la turbidez, ni la elaboracion de blancos de reactivos. Esto
es de una gran importancia practica, dado que permite reducir costos y tiempo empleado
en la determinacion. Adicionalmente, se propone la reduccién del tiempo de reaccién (2
min), al haberse demostrado que tal reduccién amplia el rango lineal del método. En

resumen, el método propuesto es mas econdmico, rapido y simple que el método estandar.

Como segundo parametro de calidad en el proceso de la harina, se considerara la
bioactividad potencial en relacion a las capacidades antioxidante y antihipertensiva de los
productos. Los resultados obtenidos en el presente capitulo sugieren que las temperaturas
de extraccién ensayadas afectan el grado de desnaturalizaciéon de las proteinas, sin

embargo, no se observa ningin impacto en el patrén final de las fracciones de péptidos
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generados. La hidroélisis de SPI con Corolase PP aumenta considerablemente la capacidad
antioxidante, alcanzando valores comparables o superiores a los reportados en otros
trabajos con diferentes enzimas y sustratos. Este efecto positivo se observa también para la
actividad iECA, mostrando valores de inhibicién que sugieren una alta capacidad de inhibir
ala enzima hipertensiva. Estos resultados sugieren que fue posible obtener por primera vez,
con Corolase PP, hidrolizados de proteina de soja con potencial antioxidante e inhibidor de

la ECA.
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CAPITULO 6- Condiciones de proceso:

analisis exploratorio

- IDEAS PREVIAS. INTERROGANTES

Los concentrados de proteina de soja (SPC) se preparan, a partir de soja
descascarillada y desgrasada, eliminando principalmente, la mayoria de los constituyentes
no proteicos solubles en agua, asi como los que conforman las proteinas de suero de soja
[345]. Los SPCs se producen por tres procesos basicos, es decir, lixiviacién acida (a pH ~
4,5), extraccion con etanol acuoso (60-90%) y desnaturalizacién de la proteina con calor
hiumedo antes de la extraccién con agua [14,345]. Los concentrados neutralizados
preparados por lixiviacion acida tienen un mayor contenido de proteina soluble en agua que
los preparados por lixiviacién con alcohol o por técnicas de desnaturalizacion térmica [345].
Si bien el proceso de lixiviado ha sido bastamente estudiado, es necesario analizar
empiricamente las variables mas influyentes, tales como pH y tiempo, y definir sus rangos

de aplicacion en el presente trabajo [14,346].
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Por otro lado, como ya se ha explicado, resulta importante poder extraer la mayor
cantidad posible de isoflavonas (IFs) de la harina de soja. En ese sentido, la extraccién con
solventes ha sido ampliamente utilizada para la recuperaciéon de IFs debido a su alta
eficiencia, simplicidad y facilidad de escalado [347,348]. Las soluciones acuosas de metanol,
etanol y acetona son disolventes tipicos utilizados para este fin [349]. Recientemente, se ha
evaluado una amplia gama de nuevos disolventes no téxicos, no inflamables y
biodegradables para desarrollar métodos de extraccion sustentables y amigables con el
ambiente [350]. Entre ellos, ciertos surfactantes relinen las propiedades mencionadas, lo
que representa una alternativa econdmica a solventes organicos caros y peligrosos. Las
micelas presentes en los SMAs de estos surfactantes pueden interactuar con moléculas
hidrofilas o lipofilas a través de interacciones hidrofébicas, dipolares y enlaces de
hidrégeno, siendo éstas caracteristicas utiles para propoésitos separativos [351]. Varios
surfactantes tales como SDS, Triton X-100, PEG 2000 y Brij 35 han sido utilizados para
extraer polifenoles de jugos de frutas [351,352]. En un trabajo previo, llevado a cabo en
nuestro laboratorio [209], se demostré que los sistemas acuosos micelares bifasicos de
Triton X-114 eran capaces, en condiciones adecuadas (tiempo, concentracion y
temperatura), de recuperar el 93% de las IFs de harina de soja con un factor de purificaciéon
casi de 10. Por otro lado, SMAs de GX se han aplicado con éxito para recuperar y cuantificar
las vitaminas A y E de suero humano [261] y SMAs formados por Tg7 y Tg9 se han utilizado
para extraer hidrocarburos aromaticos policiclicos de soluciones acuosas [210]. Con
respecto a la recuperaciéon de IFs, se informaron resultados disimiles. Los SMAs de GX
mostraron un muy buen desempefio para extraer daidzeina de Puerariae radix [262] pero
exhibieron un rendimiento pobre en la recuperacion de IFs totales de soja [263]. Estas
divergencias podrian deberse a la ausencia de un estudio completo de estos sistemas
micelares como extractantes de isoflavonas soportado por herramientas estadisticas

potentes.

En este contexto, el objetivo de este capitulo es la evaluaciéon empirica de los factores
mas relevantes en el proceso de lixiviado de antinutrientes (particularmente IT) para la
produccion de SPCs, al mismo tiempo que comparar rigurosamente la eficiencia de la
extraccion de IFs con diferentes disolventes, centrando la atenciéon en GX, Tg7 y Tg9 como
potenciales extractantes micelares para fines industriales. Ademas, es necesario poder
determinar los factores que afectan significativamente el rendimiento de extraccidn de IFs

para poder trabajar en una estrategia que optimice el proceso.

Como mapa de ruta del presente capitulo, se plantearon los siguientes

interrogantes: ;Como afectardn el pH y el tiempo al lixiviado de IT y qué cantidad de proteina
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se perderd en el proceso? ;Los SMAs de GX, Tg7 y Tg9 serdn adecuados extractantes de IFs
comparados con los solventes/soluciones tipicas? ;Cudles serdn las variables que mds

afectardn al proceso extractivo de IFs con SMAs?
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6.1. EXTRACCION ACUOSA DE IT: INFLUENCIA DE pH Y TIEMPO

6.1.1. Influencia del pH

Se realizaron extracciones con soluciones acuosas a pH creciente sobre harina de

soja blanca. La Fig. 6.1A muestra los perfiles obtenidos de Pt y TIA en dicho proceso.
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Figura 6.1. A) Dispersion de datos de TIA (%) y Pt (%) a pH creciente. B) Dispersion de datos de la
relacién TIA/Pt en funcidn del pH. Las lineas sélidas representan los modelos polinomiales ajustados
a cada respuesta.

Los resultados fueron analizados estadisticamente ajustando a diferentes modelos
polinomiales, encontrando asi un adecuado ajuste a un modelo polinomial de primer orden
para Pt, mientras que para TIA fue de segundo orden. A partir de las observaciones
efectuadas se deduce un comportamiento incremental de ambas respuestas con el pH,
siendo que Pt aumenta de manera constante junto al pH, dentro del rango ensayado (entre
4 y 10), siguiendo una tendencia lineal, mientras que TIA aumenta casi linealmente entre
pH 4-6 alcanzando luego un comportamiento de saturacion entre pH 6-8 que se mantiene
hasta pH 10. Como se observa en la Fig. 6.1B, la relacion (cociente) entre estos parametros
(TIA/Pt) nos demostroé que, si bien a altos pH es mayor la extraccién absoluta de IT, a menor
pH mayor es la eficiencia de extraccion de IT en relacion a la pérdida de contenido proteico
de la harina. A modo de ejemplo, una lixiviacién de 30 min a pH 4-4,5 y temperatura
ambiente permite extraer cerca del 50% del inhibidor de tripsina con sélo una pérdida de
alrededor del 10 % de las proteinas totales (solubles en NaOH 10 mM segun Seccién 3.2.18),
mientras que a pH 10,0 se extrae el 80-90% de ambos componentes (Fig. 6.1). Las
observaciones coinciden con lo ya bien establecido en materia de procesamiento de soja,
particularmente en la produccién de concentrados proteicos con soluciones acidas a pH 4,5

[14].
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6.1.2. Cinética de extraccion a pH 4,5

Teniendo en cuenta lo observado precedentemente y siendo nuestro objetivo
disminuir las pérdidas de contenido proteico en la harina de soja sometida a lixiviacion, se
analiz6 la cinética de extraccién al pH en el que la solubilidad de las proteinas de soja es

minima, pH 4,5 [14,353].
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Figura 6.2. Cinéticas de extraccion para TIA (%) y Pt (%). Los puntos representan las observaciones y
las lineas sélidas los modelos de regresion ajustados.

La Fig. 6.2 muestra el progreso del proceso extractivo seguido a través de Pty TIA
en el tiempo. Las respuestas presentaron cinéticas que ajustan adecuadamente a modelos
polinomiales de segundo orden. Estas observaciones indican que, a pH 4,5, el proceso de
solubilizacion de las proteinas de la harina, y en particular IT, demostré un crecimiento
cuadratico a lo largo del tiempo de ensayo, es decir un crecimiento mas pronunciado en los
primeros minutos (0-60 min), tendiendo a un valor de saturacién (plateau) en los minutos
finales. Sin embargo, en valores absolutos, fue mayor el incremento para TIA que el
observado para Pt, mostrando de esta manera que a medida que el tiempo transcurre,
aumenta TIA/Pt en las condiciones ensayadas. Este crecimiento de TIA/Pt también alcanza

su valor maximo luego de los 60 min.
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6.2. EXTRACCION DE IF: ANALISIS EXPLORATORIO

6.2.1. Eficiencia extractiva de diferentes solventes

Se probd un conjunto de diferentes sistemas de solventes como extractantes de
isoflavonas de soja. Se incluyeron solventes organicos tradicionales como metanol y etanol
[263], y soluciones acuosas de diferentes surfactantes etoxilados. El contenido polifendlico
total (CPT) de los diferentes extractos obtenidos, considerado una medida de la eficiencia

de extraccion de IFs, se representa en la Fig. 6.3A.
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Figura 6.3. Comparacion del contenido polifendlico total (CPT) en los extractos de: A) diferentes
solventes y sistemas micelares acuosos; B) diferentes sistemas de surfactantes y soluciones de
polimeros anfifilicos, todos a una concentracién de 5% m/m. Las barras representan las medias de
dos experimentos independientes. Las barras de error representan el desvio estandar de la muestra
(SD). Los sistemas que comparten la misma letra (a, b, c, d y e) no presentan una diferencia
significativa entre sus medias (P > 0,05) segun los datos adquiridos.
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Como se esperaba, segun lo reportado en la literatura, el metanol y el etanol
demostraron poseer una alta capacidad de extraccion. Sin embargo, los sistemas formados
por los alcoholes alifaticos etoxilados GX, Tg7 y Tg9 (10% m/m) también mostraron ser
sistemas de extraccion efectivos con CPT de 0,86 + 0,05; 0,61 = 0,06 y 0,61 + 0,03 mg
EAG/mL respectivamente, destacandose significativamente GX. Estos valores son varias
veces superiores a los obtenidos con agua pura y la solucién acuosa de NaOH. Este
comportamiento parece estar estrechamente relacionado con el caracter anfifilico de los
surfactantes y su capacidad de formar micelas, lo que permite la interaccién con los grupos
hidréfilos o lipéfilos de la molécula de IF. Cabe destacar que las "soluciones” GX, Tg7 y Tg9
son en realidad sistemas heterogéneos "micelares”, ya que las concentraciones de trabajo
(1-10% m/m) son mucho mas altas que sus respectivas CMCs (4,6 10-3; 3,9 103y 4,5 10-3%

m/m) como se especifico en la Seccién 4.2.

Cuando se compara con otros sistemas micelares (Fig. 6.3B), la eficiencia extractiva
de los POEs mencionados es aproximadamente dos veces mayor que la del TX114 y SDS, y

el triple respecto a los polimeros anfifilicos PEG600 y PEG8000.

Calles

Figura 6.4. Cromatografia de capa delgada (TLC) de extractos, revelada en UV. Calles: 1- agua; 2-
Metanol; 3- NaOH 10 mM; 4- GX080 10% m/m; 5- Tg7 10% m/m; 6- Tg9 10% m/m. Bandas principales:
genisteina (a); daidzeina (b); genistina (c); daidzina (d).

Con el fin de corroborar estas conclusiones derivadas de las medidas del CPT, se

analizaron varios extractos mediante cromatografia en capa delgada (TLC, Fig. 6.4). A partir
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de un andlisis densitométrico, se detectaron al menos cuatro bandas intensas, cuyos Rfs
indicaron la presencia de daidzeina, daidzina, genisteina y genistina. Este estudio confirmé
lo observado previamente, a partir del CPT, con respecto a la mayor capacidad extractiva

del MetOH y los POEs.

Considerando que el GX exhibi6, a priori, el mejor desempefio entre los surfactantes

fue seleccionado para un estudio posterior.

6.2.2. Factores influyentes

Seglin la literatura, muchas variables afectan el proceso de extraccién de una
sustancia dada a partir de una matriz s6lida [354]: temperatura, tiempo de extraccién, pH,
tamafio de particula del s6lido, velocidad de agitacion y concentracién de extractante. Sin
dudas, éstos son muchos factores a considerar a la hora de planificar un arreglo
experimental para determinar las mejores condiciones de trabajo. Considerando algunas de
estas variables como mas influyentes (concentracidon de surfactante, temperatura, pH y
tiempo), se realizé un disefio factorial completo para dilucidar los factores e interacciones
mas significativos que en nuestro caso determinan el rendimiento de la extraccion. La Tabla
6.1 muestra la matriz de disefio y los resultados obtenidos para los 16 tratamientos

aleatorios.

La seleccién apropiada de valores maximos y minimos para los factores evaluados
se hizo de acuerdo con nuestro conocimiento previo de los sistemas. La pérdida de
estabilidad de los flavonoides a altas temperaturas y prolongados tiempos de
procesamiento, el aumento drastico en la viscosidad media con la concentracién de
surfactante fueron consideraciones practicas que definieron el dominio experimental de
cada variable. Se realizé un andlisis de varianza para determinar qué factores afectaron
significativamente la respuesta considerada (CPT) en los sobrenadantes. La representacion
grafica a través del diagrama de Pareto (Fig. 6.5) permitid la interpretacion de los datos. Los
efectos debidos a las variables elegidas y sus interacciones en la respuesta estan
representados por barras cuya longitud es proporcional a la magnitud del efecto
estandarizado. La linea vertical en dicho grafico determina la significancia del efecto a un
nivel del 5%, y el sentido de los efectos, positivos (+) o negativos (-), en las variables de
respuesta se indican por diferentes colores de barras. Para simplificar el analisis, los efectos

se clasificaron en orden decreciente respecto del valor absoluto.
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Tabla 6.1. Disefio factorial de cribado a dos niveles para
cuatro factores (2%).

Factores .

Exp. Xal Xg? X3 Xo* Pt

1 5 25 4,5 10 0,58 £ 0,06
2 15 25 8 10 0,89+0,14
3 15 25 4,5 10 1,04 £ 0,05
4 5 25 8 10 0,50 £ 0,05
5 15 55 4,5 10 1,23 £ 0,09
6 15 55 8 10 1,01 +£0,05
7 15 55 4,5 110 1,11+£0,10
8 5 25 8 110 0,58 £ 0,06
9 15 55 8 110 1,19+0,10
10 5 55 8 110 0,70 £ 0,06
11 15 25 8 110 0,98 £ 0,06
12 15 25 4,5 110 1,26 £ 0,08
13 5 55 8 10 0,69 + 0,02
14 5 55 4,5 110 0,70 £ 0,07
15 5 25 4,5 110 0,48 £ 0,08
16 5 55 4,5 10 0,74 £ 0,05

"Valores expresados como media + SD para duplicados, en
mg EAG/mL.

! Concentracidn de surfactante en % m/m, 2temperatura en
°C, 3pH y “tiempo en min.

La Fig. 6.5A muestra que la concentracion de GX, temperatura y pH fueron los efectos
mas significativos sobre el CPT. Tanto la temperatura como la concentracion de GX
aumentaron el CPT mientras que el pH caus6 el comportamiento opuesto. El efecto positivo
de la concentracién de GX se explica considerando que, al aumentar las concentraciones de
tensoactivo, por encima de la CMC, también aumenta la formacién de micelas, mejorando
asi la capacidad del sistema para solubilizar flavonoides. En cuanto al efecto de la
temperatura, como se esperaba, favoreci6 el proceso de extraccion. Es ampliamente
conocido que[203,354,355], un aumento de la temperatura disminuye la tensidn superficial
y laviscosidad de medios acuosos [223]. El primer cambio ayuda al solvente a penetrar mas
en la muestra, aumentando la difusion y el segundo favorece la transferencia de masa de
una molécula dada desde la matriz sélida por disminucién de la resistencia viscosa. Ademas,
el aumento de la temperatura podria contribuir a romper las interacciones entre el analito
y la matriz, liberandolo al medio acuoso. En este trabajo, el pH mostré un ligero efecto
negativo sobre la respuesta de manera similar a su efecto de interaccién con la
concentracion de GX. Este hallazgo concuerda con lo reportado para las IFs en cuanto a un
aumento en el caracter polar de la molécula en condiciones mas alcalinas [356], lo cual

disminuiria su solubilidad en sistemas micelares. La duracién de la extraccién no resulto ser
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un factor significativo que afectara el rendimiento de extracciéon dentro del intervalo
seleccionado (10-110 min), siendo este hecho ventajoso, ya que extracciones mas
prolongadas podrian conducir a la degradacién de los compuestos de interés [354]. Por lo
tanto, sdlo tres de los cuatro factores estudiados demostraron ser relevantes al modelar el

comportamiento de respuesta.
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Figura 6.5. Andlisis de los efectos del disefio experimental factorial completo a 2 niveles. A) Grafico
de Pareto del modelo inicial, con los efectos de cuatro factores experimentales, en orden decreciente
de importancia. B) Diagrama de Pareto con efectos del modelo recalculado para dos factores, en
orden decreciente de importancia. Las lineas negras verticales representan el umbral de significancia
(P =0,05).

Para describir la dependencia de la respuesta con las variables seleccionadas, los
coeficientes de la relacion lineal propuesta (ecuacion 3.22) se estimaron mediante la
regresion de minimos cuadrados, obteniéndose un modelo con una relaciéon significativa

entre las variables elegidas y el CPT (P < 0,05), asi como buenos valores de R2 (0,929) y R?
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ajustado (0,895), lo que indica una buena explicacién a la variabilidad de los datos. Sin
embargo, con vistas a realizar un proceso de optimizacion posterior, seria deseable un
modelo mas simple. De esta forma, teniendo en cuenta los factores relevantes antes
mencionados, se desestimé el efecto del tiempo y sus interacciones, factor que no resulté
significativo (términos de Xp de la ecuacién 3.22). Asimismo, aunque el pH mostro ser una
variable significativa, su efecto e interacciones tampoco se tuvieron en cuenta (términos de
Xcdelaecuacion 3.22), ya que la magnitud de los mismos fue bastante menor a la observada
para la temperatura y la concentracién de GX. Ademas, recordando lo observado
precedentemente para IT (Seccidn 6.1.1), seria deseable trabajar a un pH 4,5 para disminuir
la pérdida de proteinas durante el lixiviado. Teniendo en cuenta las consideraciones
mencionadas, se propuso un modelo lineal mas simple s6lo dependiente de la concentracién
de GX (X4), la temperatura (Xz) y su interaccion (XaXg). Los valores de los coeficientes del
modelo calculado pueden observarse en la Tabla 6.2, incluyéndose estadisticos de regresion
obtenidos: R?, R2 ajustado (R2,4) y desvio estandar de los residuos (RSD).
Tabla 6.2. Mejores estimaciones de los coeficientes (Bo,

Biy Bij) de cada término en el modelo y sus estadisticos
correspondientes, para SMA de GX.

Término Estimado®
Constante 0,104167
Xa: concentracién 0,057417 "
Xs: temperatura 0,007083 "
XaXs -0,000267

Estadisticos

R?! 0,861
R%ja? 0,846
RSD3 0,105

" Efectos significativamente diferentes de cero:
0,010, *"P < 0,001.

1R? = coeficiente de determinacion

2R2,4 = coeficiente de determinacién ajustado.
3RSD = desvio estandar de los residuos.

Si bien los coeficientes de determinacion obtenidos para el modelo recalculado son
mas bajos que los observados anteriormente, siguen siendo satisfactorios para respaldar la
validez estadistica con una buena explicacion a la variacion en las observaciones. Al sopesar
los pros y los contras de este modelo recalculado, consideramos que la pérdida en su
representatividad se vio compensada por su mayor simplicidad. Los resultados indicaron

que tanto la concentracién de surfactante (Xs) como la temperatura (Xz) tuvieron efectos
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significativos (P < 0,05) que favorecieron la extraccién de IFs mientras que su interacciéon
(XaXg) no fue significativa. La representacion de estos resultados se muestra en el diagrama

de Pareto de la Fig. 6.5B.

6.3. CONCLUSIONES PARCIALES

A partir del conocimiento ya establecido sobre la dindmica del proceso extractivo de
los compuestos proteicos presentes en la soja, se efectud un andlisis exploratorio de dos de
los factores experimentales mas influyentes. Pudo corroborarse que a menor pH se
obtuvieron mejores rendimientos en la extraccion de IT en relaciéon a la pérdida de
contenido proteico de la harina, mientras que la cinética indicé que esta propiedad también
fue favorecida al aumentar el tiempo de extraccién dentro de un rango razonable desde el

punto de vista industrial.

Por otro lado, los sistemas micelares formados por surfactantes etoxilados en
general y el sistema de GX en particular, demostraron poseer una capacidad significativa de
extraer isoflavonas. Comprimidos comerciales de IF se utilizaron como una matriz simple
de partida, para determinar las variables que afectan el procedimiento de extracciéon
mediante herramientas estadisticas rigurosas. La capacidad de los surfactantes para
penetrar en los intersticios de la matriz, afectar la interaccidn soluto-matriz y aumentar el
area de contacto fluido-sélido serian las principales causas de su eficacia extractiva.
Habiendo determinado las variables minimas para obtener un adecuado modelado que
explica el proceso de extraccion de isoflavonas, es posible realizar un subsiguiente trabajo

de optimizacion de las condiciones que maximicen esta respuesta.

En resumen, en el presente capitulo se avanzo6 en el analisis de cuanto y cdmo
influencian las principales variables a tener en cuenta en el lixiviado de ITs e IFs que

formara parte del proceso a disefar para la detoxificacién de harina de soja.
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- IDEAS PREVIAS. INTERROGANTES

En base a los resultados precedentes, el préximo objetivo es realizar una
optimizacion con los factores mas relevantes en el proceso de extraccion de IFs con GX,
siguiendo el trabajo realizado en el capitulo anterior. Adicionalmente, se plantea optimizar
el proceso de lixiviado sobre harina de soja, ya no solo considerando las isoflavonas, sino
principalmente los inhibidores de tripsina, dado que representan los antinutrientes mas

relevantes.

Como mapa de ruta del presente capitulo, se plantearon los siguientes
interrogantes: ;Cudles serdn las condiciones déptimas que maximicen la extraccién de
isoflavonas utilizando, preliminarmente, tabletas comerciales como matriz mds sencilla?
¢Cudles son las variables que mds afectardn al proceso extractivo de inhibidores de tripsina e
isoflavonas de harina de soja blanca, con SMAs de GX, Tg7 y Tg9? ;Cudles serdn las condiciones
doptimas que maximicen la extraccion de ITs e IFs de la harina de soja, minimizando la

extraccion de contenido proteico?
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7.1. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE IFs CON GX

Continuando el estudio reportado en el capitulo anterior, en la Seccién 6.2.2, se
plante6 una estrategia que permitiera maximizar la respuesta CPT, a partir del proceso
extractivo sobre la matriz de las tabletas comerciales. Las variables significativas que
afectan la extracciéon de isoflavonas, es decir, la concentracion de surfactante y la
temperatura, se optimizaron aplicando la metodologia de superficie de respuesta. Se
selecciono un disefio factorial central compuesto como se describié en la Seccién 3.2.23.1.
En este andlisis el pH se mantuvo constante en el valor minimo ensayado, 4,5, ya que se
observo que los pHs mas altos disminuian la eficiencia de extraccion de IFs. Ademas, cuando
se considera aplicar este procedimiento en harina de soja, el pH seleccionado (4,5) es una
condiciéon de trabajo deseable, visto que las proteinas de soja presentan su menor
solubilidad (Seccion 6.1.1), minimizando la pérdida de proteina durante la extraccion. El
tiempo de extraccion se fijo en 60 min, un valor intermedio de su intervalo de dominio, ya
que este factor no mostr6 que afectara significativamente la respuesta. Las observaciones

de CPT para cada tratamiento pueden apreciarse en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Diseio factorial de central compuesto a dos
niveles para dos factores.

Factores

4
Exp. X1 Xs 2 CPT

1 3 40 0,61 + 0,05
2 10 54 1,26 +0,14
3 17 40 1,11+£0,12
4 10 40 1,12+0,10
5 15 30 1,16 £0,12
6 10 40 1,11 +£0,08
7 10 26 0,96 + 0,06
8 5 50 0,99 £ 0,04
9 5 30 0,68 £ 0,07
10 15 50 1,13+0,12

Valores expresados como media * SD de tres réplicas, en
mg EAG/mL.

! Concentracién de surfactante en % m/m,

2temperatura en °C.

Los valores de los coeficientes del modelo calculado pueden observarse en la Tabla
7.2, incluyéndose los estadisticos de regresion obtenidos: prueba de falta de ajuste, R?, R%jq
y RSD. Este modelo (ecuacién 3.23) consiste en dos efectos positivos principales, la
concentracion de surfactante (X4) y la temperatura (Xz); un efecto negativo de interacciéon

de dos factores (X4Xz) y un efecto de curvatura negativo (X2). El otro efecto de curvatura o
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cuadratico (X3) se excluyé de esta estimacién ya que no resulté significativo (P > 0,950). A
partir de la prueba de falta de ajuste y de los coeficientes de determinacidn, se encontré una
buena calidad de ajuste, asi como una adecuada explicacién a la variabilidad de los datos. La
representacion grafica del modelo, es decir la superficie de respuesta, se muestra en la Fig.
7.1. Como se esperaba, el aumento en la concentracién de surfactante y la temperatura, en
los rangos evaluados, conlleva al aumento del CPT en los extractos. La disminucién en la
respuesta, observada hacia valores mas altos de estos factores, resulté de los términos XsXz
y X2 negativos. Este comportamiento puede estar relacionado con cambios en la estructura
micelar (es decir, el nimero y la forma de agregacién) que ocurren a mayor concentracion

de surfactante y temperatura, lo que afecta la capacidad de extraccién [357].

Tabla 7.2. Mejores estimaciones de los coeficientes (Bo, Bi, Bii y Bij) de
cada término en el modelo y sus estadisticos correspondientes, para

SMA de GX.

Término Estimado’
Constante -0,764020
Xa: concentracién 0,203615 "
Xs: temperatura 0,025838 "
Xa -0,005114 ™"
XaXs -0,001700"

Estadisticos

Falta de ajuste’ 0,851
R22 0,858
R0 % 0,836
RSD* 0,094

* Efectos significativamente diferentes de cero: P < 0,010, "'P <
0,001.

LPrueba de falta de ajusta expresada en su valor de prueba (P).

2R? = coeficiente de determinacion.

3R2,4 = coeficiente de determinacién ajustado.

4RSD = desvio estdndar de los residuos.

Segun este estudio, se obtendra un CPT maximo de 1,24 + 0,21 mg EAG/mL! con un
SMA de GXal 11% m/my pH 4,5, extrayendo a 54 °C durante 60 min. Estas condiciones son
aproximadamente las del experimento nimero 2 del disefio (pH 4,5, 54 °C, 60 min, Tabla
7.1), excepto por la concentracion GX que es 10% m/m en lugar del 6ptimo predicho (11%
m/m). Seleccionamos, entonces, los extractos de dicho tratamiento (experimento 2) para

un andlisis adicional del contenido de IFs por HPLC, dado que el CPT es una medida indirecta

1Valor de CPT expresado como media + IC.
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y mas econdmica del contenido de dichos compuestos. Cabe sefialar que el extracto de GX
no requirié ningun tratamiento previo a la cromatografia, ya que este surfactante es
compatible con el sistema de elucién. Ademas, no absorbe en el rango de 240-280 nm, lo
que facilita la deteccion de IFs por mediciones de absorbancia. Por otro lado, se efectué una
extraccion con metanol en las mismas condiciones (a 54 °C durante 60 min) para poder
comparar con nuestro sistema. El contenido total de isoflavonas determinado en extractos
de metanol y de GX fue de 83,3 = 6,5 y 83,0 £+ 12,3 mg por g de matriz sélida (tableta
comercial), respectivamente. Estos resultados conducen a dos conclusiones importantes: a)
el contenido de IFs en ambos extractos concuerda con el informado por el fabricante (79 mg
IF/g), lo que indica que se logré una extraccién completa de isoflavonas; b) la eficiencia de
GX como sistema extractivo, en condiciones cercanas a la 6ptima, ha mejorado en relacién a

la exhibida preliminarmente (Seccién 6.2.1), llegando a ser comparable a la del metanol.

1dD

Figura 7.1. Representacién grafica del modelo ajustado a las observaciones del disefio factorial
compuesto central. Superficie de respuesta y contorno del modelo calculado, que expresa CPT (mg
EAG/g) en funcién de la concentracién de surfactante (X,, % m/m) y la temperatura (X, °C).

Sobre la base de estos hallazgos y considerando las ventajas de los sistemas
micelares de GX, se consideré una evaluacién adicional sobre una matriz mas compleja, la
harina de soja, que es objeto de nuestro estudio. Se determiné entonces, el rendimiento
extractivo del metanol y del SMA (11% m/m, pH 4,5) en harina de soja (2% razon
harina/extractante) bajo las condiciones 6ptimas determinadas previamente sobre las

tabletas (54 °C, 60 min).

Las observaciones evidenciaron que la eficiencia extractiva del SMA era
considerablemente mayor a la del metanol. El CPT del extracto de GX (4,8 £ 0,8 mg de EAG/g

de harina) result6 aproximadamente cuatro veces superior al correspondiente al extracto
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metilico (1,3 + 0,3 mg de EAG/g de harina). Este comportamiento, observado previamente
parala extraccion de IFs de Puerariae radix [262], tiene tres explicaciones razonables: a) las
propiedades de difusién mejoradas del SMA en las particulas de harina de soja debido a su
baja tension superficial; b) la capacidad de solubilizacién de las micelas, dada por su
caracter anfifilico; c) la capacidad del metanol para desnaturalizar proteinas, cuyos

agregados interactiian fuertemente con las isoflavonas y reducen su disponibilidad [358].

Este hallazgo fue corroborado por el andlisis de IFs en cada extracto por HPLC (Tabla
7.3), observandose un mayor rendimiento GX (3,237 + 0,173 mg de IF/g de harina). En
ambos casos el contenido de agliconas fue menor que el de las formas [(-glucésidos,
caracteristica que se corresponde con la composicién en IFs informada para varios
derivados de soja [359]. Adicionalmente, el SMA de GX exhibi6 cierta selectividad para
recuperar daidzeina, ya que su extracto contenia seis veces la cantidad que esta aglicona
presentaba en el extracto metilico. Este es un hecho destacable si se considera la
bioactividad potenciada de las agliconas con respecto a otras formas conjugadas. Es
pertinente mencionar que este excelente rendimiento se observdé mediante la mera
extrapolacién de condiciones optimizadas, para una matriz simple (es decir, polvo de
comprimidos comerciales de isoflavonas), sobre una matriz mas compleja, tal como es la
harina de soja. Sin embargo, esto no quita la necesidad de optimizar sobre la matriz real a

la que se aplique luego el proceso propuesto.

Tabla 7.3. Contenido de IF extractos de harina de soja.

Extractos (mg/g)"

IF

MetOH GX
Daidzina 0,527 £ 0,062 1,596 + 0,067
Genistina 0,531+£0,073 1,297 £ 0,187
Daidzeina 0,031 +0,011 0,184 £ 0,011
Genisteina 0,049 + 0,009 0,159 + 0,026
Total 1,138+ 0,151 3,237 +0,173

¥ Valores expresados como media * SD de tres experimentos

independientes. Para las IFs individuales y totales, existen diferencias
significativas entre los extractos con ambas metodologias, determinados por
la prueba T con un nivel de significancia de 0,05.
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7.2. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE ANTINUTRIENTES
CON SMAs

Previamente, en el Capitulo 6, se han realizado estudios con el fin de dilucidar los
factores e interacciones mas significativos que determinan el rendimiento de extraccidn de
proteinas, particularmente IT, y de isoflavonas. Considerando esto, se elaboré un disefio
experimental del tipo Box-Behnken, para optimizar el proceso extractivo con sistemas
micelares acuosos, mediante un modelo de superficie de respuesta en el que se evaluaron
tres respuestas: actividad inhibitoria de tripsina (TIA), contenido proteico (Pt) y polifenoles
totales (CPT) extraidos. Los factores experimentales considerados fueron tres:
concentraciéon de surfactante (Xs), temperatura (Xp) y tiempo de extraccién (X¢). La
seleccion adecuada de los valores maximos y minimos para los factores evaluados se realizé

de acuerdo con nuestro conocimiento de los sistemas.

La Tabla 7.4 muestra la matriz de disefio y los resultados de regresion multiple
obtenidos para los 15 tratamientos aleatorios. El mismo criterio que se menciond en la
Seccién 6.2.2 para las IFs, se aplico para las proteinas. Asi, el PT de cada surfactante, la
pérdida de estabilidad de los componentes proteicos y flavonoides a alta temperatura y
tiempo de andlisis, y el drastico aumento de la viscosidad media con la concentracién de
surfactante fueron consideraciones practicas que definieron el dominio experimental de
cada factor. Se establecieron como parametros constantes al pH y el cociente porcentual de
masas o razon harina/SMA. El pH (4,5) fue seleccionado considerando los resultados de las
experiencias exploratorias (Capitulo 6) siendo éste proximo al punto isoeléctrico general de
las proteinas presentes en la harina de soja, donde su solubilidad es minima. Por su parte,
la raz6n harina/SMA (10 %) se estableci6 a partir de trabajos previos del grupo, pensando
principalmente en la factibilidad de escalado del proceso. La representacion grafica a través

de graficos de Pareto (Fig. 7.2) permiti6 la interpretacion de los datos obtenidos.

La Fig. 7.2 muestra que los efectos no fueron igualmente significativos entre los
surfactantes para ninguna de las respuestas. Considerando TIA (Figs. 7.2A, B y Q),
practicamente los tres factores fueron significativos, aunque no asi sus interacciones. Los
SMAs de GX se mostraron mas sensibles a la temperatura y la concentracién, en tanto que
los tergitoles lo fueron mas al tiempo. En general, considerando los valores extremos de las
variables, a mayor concentraciéon y temperatura disminuye TIA, mientras que esta
respuesta aumenta con el tiempo. A valores intermedios en los rangos de los factores, sin
embargo, TIA aumenta hasta encontrar un maximo, para luego volver a disminuir. En

particular, ni el tiempo presenta un efecto lineal significativo para GX ni la concentracion
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para Tg7, lo que quiere decir que entre los valores extremos de estos factores no
encontramos una diferencia en la respuesta. Por tanto, puede decirse que se alcanzan
valores maximos de TIA a valores intermedios de los rangos ensayados para cada variable.
Los coeficientes de determinacidn ajustados (R2;q) para los tres modelos iniciales indicaron
que éstos conseguian explicar mas del 80% de la variabilidad de los datos obtenidos para
TIA (R2,jq = 0,822 para GX, 0,809 para Tg7 y 0,807 para Tg9), lo cual da cuentas de la buena

consistencia predictiva de cada modelo.

Para Pt (Figs. 7.2D, E y F), los efectos de los factores son similares que para TIA,
donde las tres variables son significativas para los modelos y sus interacciones no son
notorias. En general, para los tres surfactantes los efectos de los factores accionan de
manera cuadratica, creciendo hasta alcanzar un maximo, como fue descripto en el parrafo
anterior. La excepcion en este sentido se present6 para Tg9, dado que el tiempo en lugar de
hacer crecer a la respuesta hasta un maximo al interior del rango evaluado, la hace decrecer
hasta un minimo y sin mostrar diferencias entre los valores extremos del intervalo. Puede
decirse entonces que, al igual que para TIA, dentro de los rangos ensayados de cada variable
se alcanzan valores maximos de Pt. Esto es consistente con el hecho de que IT es parte del
contenido proteico de la matriz. Los coeficientes de determinacion ajustados (R2q) paralos
tres modelos iniciales indicaron que éstos conseguian explicar mas del 72% de la
variabilidad de los datos obtenidos para las proteinas (R2,qa = 0,727 para GX, 0,769 para Tg7
y 0,853 para Tg9), lo cual para el tipo de matriz compleja en la que se trabaja, ain permite

considerar como adecuado al modelo ajustado.

En el caso del CPT (Figs. 7.2G, H e I) una vez mas se observa una clara significancia
de los tres factores experimentales. La diferencia que podemos encontrar con los modelos
para las otras dos respuestas, es que la concentracién para los tergitoles genera una mayor
respuesta en su extremo maximo que en su valor mas bajo, dando cuentas de un sentido
positivo de su efecto lineal. Sin embargo, continda encontrandose un maximo hacia valores
intermedios del intervalo analizado. Particularmente para GX, la concentracién no presenta
valores de CPT diferentes entre sus extremos (1 y 9% m/m), contrario a lo observado en la
seccion anterior para las tabletas comerciales, donde encontrabamos un maximo hacia 11%
m/m. Decimos para CPT también que sus valores encuentran un maximo a un valor
intermedio del rango analizado para cada respuesta. Una vez mas el modelo demostré una
correcta representatividad de los datos, como pudo inferirse por los coeficientes de
determinacion ajustados (R2;a) que indicaron una explicacion mayor al 70% de la

variabilidad (R2q = 0,705 para GX, 0,734 para Tg7 y 0,749 para Tg9).
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Tabla 7.4. Diseio factorial Box-Behnken para 3 factores y tres respuestas obtenidas para SMAs de GX, Tg7 y Tg9.

Factores Respuestas '
Exp. Xot X2 X3 GX Tg7 Tg9
TIA® Pt> CPT® TIA® Pt> CPT® TIA® Pt CPT®

1 1 30 45 83+4 36+3 1,51+0,12 8516 34+2 1,30+ 0,08 754 39+3 1,31 +0,07
2 9 30 45 73+5 33+3 1,72 +0,09 81+5 34+2 1,59+0,10 65+5 29+2 1,52 £0,07
3 5 30 80 99+6 44 +3 1,79+0,12 93+6 38+2 1,59+0,10 83+7 381 1,52 + 0,06
4 5 50 45 94+5 38+2 1,85+0,08 93+5 39+2 1,63 +0,08 89+9 372 1,58 +0,04
5 9 50 10 8316 29+2 1,48 £ 0,09 65+5 302 1,53+0,09 61+4 38+2 1,34 +0,09
6 5 50 45 101+4 401 1,84+0,15 100+ 2 39+2 1,62 +0,10 88+6 40+3 1,59+0,03
7 1 50 10 97 +7 31+2 1,43 +0,09 68+4 312 1,26 + 0,08 65+4 40+ 2 1,28 + 0,08
8 9 50 80 91+6 362 1,78+0,14 875 372 1,54 +0,08 77+8 312 1,54 +0,06
9 5 70 10 89+6 3312 1,35+0,08 68+4 29+2 1,37 +£0,09 57+4 32+2 1,31+0,04
10 5 70 80 74 £5 35+3 1,50+0,13 81+4 35+2 1,32 +0,07 734 302 1,39+0,06
11 9 70 45 63+5 28+3 1,46 + 0,08 78 +5 31+2 1,55+ 0,06 59+4 262 1,29 + 0,07
12 1 50 80 94+6 36+3 1,66 +0,10 92+7 35+2 1,35+0,08 835 49+ 4 1,32+0,09
13 5 30 10 89+8 33+3 1,49+0,12 69+ 6 312 1,41+0,10 66+4 383 1,33+0,08
14 5 50 45 94+3 37+2 1,80+0,10 93+2 39+1 1,61+0,04 88+4 383 1,60 +0,04
15 1 70 45 61+4 303 1,50+0,12 81+6 312 1,25 + 0,06 705 31+2 1,44 +0,08

"Valores expresados como media + SD de tres replicas.

! Concentracién de surfactante en % m/m, >*temperatura en °Cy 3tiempo en min.

4TIA en %, >Pten %y ®CPT en mg EAG/g.
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Figura 7.2. Analisis de los efectos del disefio factorial Box-Behnken. Diagramas de Pareto con efectos
de tres factores experimentales, en orden decreciente de importancia. Respuesta: TIA para A) GX, B)
Tg7 y C) Tg9. Las lineas verticales negras representan el umbral de significacién (P = 0,05).
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Figura 7.2. Continuacion. Analisis de los efectos del disefio factorial Box-Behnken. Diagramas de
Pareto con efectos de tres factores experimentales, en orden decreciente de importancia. Respuesta:
Pt para D) GX, E) Tg7 y F) Tg9. Las lineas verticales negras representan el umbral de significacién (P =

0,05).
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Figura 7.2. Continuacion. Analisis de los efectos del disefio factorial Box-Behnken. Diagramas de
Pareto con efectos de tres factores experimentales, en orden decreciente de importancia. Respuesta:
CPT para G) GX, H) Tg7 y 1) Tg9. Las lineas verticales negras representan el umbral de significacién (P
=0,05).

Los modelos se recalcularon luego, eliminando algunos de los efectos no
significativos con el criterio de maximizar los R2,;q, ajustando nuevamente a partir de la
regresion multiple de los datos. Los resultados de los modelos finales pueden observarse en
la Tabla 7.5, incluyéndose los estadisticos de regresion obtenidos para los modelos: prueba

de falta de ajuste, R2, RZ;q y RSD.
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Tabla 7.5. Mejores estimaciones de los coeficientes (Bo, Bi y Bij) de cada término en el modelo y los estadisticos correspondientes, pertenecientes a las tres
respuestas evaluadas para SMAs de los surfactantes GX, Tg7 y Tg9.

Estimados’
Término GX Tg7 Tg9

TIA Pt CPT TIA Pt CPT TIA Pt CPT
Constante 9,30560 16,24110 0,09511 8,41632 11,28560 0,43244 -5,77216 13,95160 0,31026
Xa: concentraciéon  3,69727" 2,84165 0,11909 3,85689 1,63516 0,09598™"" 5,18135™"" -0,06327"" 0,11864"™"
Xs: temperatura  3,64436™"°  0,41960"" 0,04375™"" 1,83816" 0,72182™ 0,02520™" 2,63739" 1,25989™"" 0,02892"
Xc: tiempo -0,10684 0,24622™"" 0,01540™" 1,26420""  0,23067™"" 0,01240 0,75900""  -0,00691 0,01042™"
X3 -0,70874™"  -0,30551"" -0,00698™" -0,42942™"  -0,19376™" -0,00632™"" -0,61620"  -0,05843 -0,00672"""
XaXs 0,03547 -0,00077 0,01784" -0,00109™""
XaXc 0,01790 0,00672 -0,02929"" 0,00030"
X3 -0,03772""  -0,00399" -0,00042""" -0,01776™"  -0,00788""" -0,00024""" -0,02828""  -0,01512"  -0,00023™""
XeXc -0,00896™"  -0,00310" -0,00005 -0,00397 -0,00008" -0,00004
X2 0,00517™"" -0,00011""" -0,00851™"  -0,00198"" -0,00008""" -0,00578™"  0,00170™ -0,00009"""
Estadisticos
Falta de ajuste’ 0,587 0,922 0,864 0,818 0,895 0,482 0,847 0,285 0,207
R22 0,858 0,774 0,763 0,848 0,812 0,783 0,845 0,879 0,801
R%j¢3 0,827 0,739 0,711 0,819 0,782 0,742 0,821 0,856 0,749
RSD* 5,565 2,521 0,106 5,097 1,844 0,079 5,168 2,257 0,064
" Efectos significativamente diferentes de cero: “P < 0,050, ““P < 0,010, **P < 0,001.

1Prueba de falta de ajuste expresada en su valor de prueba (P).

2R? = coeficiente de determinacidn.

3R2,4 = coeficiente de determinacidn ajustado.

4RSD = desvio estandar de los residuos.
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Tg9
N\

GX

Figura 7.3. Continuacion. Diagramas de superficie para las diferentes respuestas estimadas en funcion de dos factores experimentales
manteniendo el tercer factor en su valor central. Graficos de TIA (%) para Tg9 (arriba) y Pt (%) para GX(abajo).
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GX

Tg7

Figura 7.3. Continuacion. Diagramas de superficie para las diferentes respuestas estimadas en funcién de dos factores experimentales
manteniendo el tercer factor en su valor central. Graficos de CPT (mg EAG/g) para GX (arriba) y Tg7 (abajo).
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Tg9

Figura 7.3. Continuacion. Diagramas de superficie para las diferentes respuestas estimadas en funcién
de dos factores experimentales manteniendo el tercer factor en su valor central. Graficos de CPT (mg
EAG/g) para Tg9.

Los nuevos modelos continuaron explicando de manera adecuada la variacién en
cada respuesta, con una maximizacion de los correspondientes R2,q. La Fig. 7.3 muestra las
superficies de respuesta de los modelos finales, expresando las respuestas en funcion de los

factores considerados para cada surfactante.

Observando las superficies para TIA, puede verse que tal como se mencion6 en el
analisis del sentido de los efectos en el modelo inicial, valores medios de la concentracién
de surfactante, asi como de la temperatura conducen a maximos de la respuesta para los
tres detergentes. Sin embargo, el tiempo demostroé un efecto diferente en GX y los tergitoles.
Para GX, el efecto lineal X¢ fue despreciado en el modelo recalculado y X2 conduce a
respuestas minimas hacia valores centrales, aunque con una curvatura poco pronunciada,
indicando una reducida influencia del tiempo. En el caso de los tergitoles, se obtiene el

maximo de TIA a valores préximos al extremo mayor del intervalo de tiempo estudiado.
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A partir de los modelos ajustados, para TIA se predicen valores maximos? de 106 +
12%, 99 + 11% y 92 + 11%, respectivamente para GX, Tg7 y Tg9. Las condiciones 6ptimas
en la aplicacion de los SMAs serian 4,6% m/m a 41 °C durante 80 min (GX), 4,5% m/m a 45
°C durante 64 min (Tg7) y 4,2 % m/m a 47 °C durante 66 min (Tg9).

El Pt es la repuesta para la cual encontramos las mayores diferencias de
comportamiento entre los surfactantes. Los graficos de la Fig. 7.3 reafirman lo antes
mencionado, que para GX y Tg7 los efectos de la concentraciéon de surfactante llevan a
alcanzar un maximo de la respuesta a valores medios del factor. X4 es despreciable para GX
e incluso fue despreciado del modelo para Tg7, por lo que la mayor influencia esta dada por
el efecto cuadratico del factor. Tg9, por otro lado, presenta un maximo de proteinas a la
minima concentracion, con una reduccion casi lineal de la respuesta con el aumento en el
factor. Los efectos de la temperatura provocan comportamientos similares para GX, Tg7 y
Tg9, pero con predominancias diferentes en el modelo, con lo cual el efecto general resulta
particular para cada surfactante. En el caso del primero, Xz predomina generando una
reduccion casi lineal en la respuesta a partir de incrementos del factor, presentando apenas
una leve curvatura. En cambio, para ambos tergitoles Xz influye principalmente por sus
efectos cuadraticos, maximizando la respuesta entre valores intermedios a reducidos de
temperatura y alcanzando un minimo hacia el extremo mayor del factor. Por otro lado,
mientras que para GXy Tg7 el tiempo genera una respuesta directamente proporcional, con
un crecimiento lineal para el primero (X2 despreciado del modelo) y levemente curvado
para el segundo, para Tg9, como se distinguié en el modelo inicial, el factor minimiza la
respuesta hacia los valores centrales. Ademas, en el caso de GX, a valores bajos de tiempo
los efectos de la temperatura son minimos, mientras que a valores altos aumentan,
reflejando la importancia de la interaccidn XzXc. Algo similar sucede con Tg9, pero para el

caso de la interaccion X4X¢, donde a mayor tiempo mayor es el efecto de la concentracién.

A partir de los modelos ajustados, para el contenido proteico se predicen valores
minimos3 de 27 * 6%, 25 + 4% y 23 * 5%, respectivamente con GX, Tg7 y Tg9. Las
condiciones éptimas en la aplicacién de los SMAs serian 9,0% m/m a 70 °C durante 10 min

(GX), 9,0% m/m a 70 °C durante 10 min (Tg7) y 9,0 % m/m a 70 °C durante 80 min (Tg9).

Los efectos relacionados con la temperatura observados tanto para el Pt como para

TIA indican que los minimos valores de las respuestas se encuentran siempre hacia el

2Valores de TIA expresados como media * IC.
3 Valores de Pt expresados como media # IC.
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maximo de dicho factor, lo que se atribuye a la desnaturalizacién proteica que se produce a

tan elevada temperatura (70°C).

Conrespecto al CPT, el comportamiento observado paralos tres sistemas estudiados
(Fig. 7.3) fue bastante parecido. En general, la concentracién maximiza la respuesta a
valores entre el central y el extremo mayor del rango analizado, mientras que la
temperatura hace lo propio entre el valor central y el inferior. Para Tg7, el decaimiento de
la respuesta a temperaturas altas es menos drastico que lo observado para los otros dos
surfactantes, con lo que el efecto lineal Xz es menos importante. El efecto de interacciéon
entre la concentracion y la temperatura es considerable, sobre todo para GX y Tg9,
indicando que a altas temperaturas se invierte el efecto lineal del primer factor,
presentando minimos CPTs a altas concentraciones de surfactante. El tiempo es el factor con
mas influencia general, con un efecto lineal preponderante para GX y Tg9. Al aumentar el
tiempo del proceso aumenta la respuesta, siendo mayor este cambio a valores bajos del

factor.

A partir de los modelos ajustados para CPT se predicen valores maximos+* de 1,88 +
0,22 mg EAG/g, 1,67 £ 0,17 mg EAG/gy 1,62 + 0,14 mg EAG/g, respectivamente para GX,
Tg7 y Tg9. Las condiciones dptimas en la aplicacidn de los SMAs serian 6,2% m/m a 43 °C
durante 63 min (GX), 7,6% m/m a 43 °C durante 54 min (Tg7) y 6,8 % m/m a 41 °C durante
60 min (Tg9). Si comparamos el modelo resultante para GX con el calculado en la seccién
anterior, podemos ver que las condiciones 6ptimas son diferentes, a una concentracién mas
baja de surfactante (~ 40% menor) y menor temperatura (~ 10 °C menos). Esto da cuentas
de la importancia de la matriz y de la necesidad de optimizar particularmente para cada
matriz a trabajar, como se menciond anteriormente en este capitulo. Ademas, debe
aclararse que existe una notable diferencia entre el CPT éptimo aqui predicho y el obtenido
en la seccién anterior. Esto se explica considerando la diferente relaciéon harina/SMA
utilizada (10% m/m en la presente secciéon y 2% m/m en la anterior), siendo que a menor

porcentaje mayor es el CPT obtenido por unidad de masa de harina.

Luego se estimaron las funciones de deseabilidad. La funcién “deseabilidad de
Derringer” (deseabilidad general) [11] ayuda a determinar la combinacion de los factores
experimentales que simultdneamente optimiza varias respuestas. La deseabilidad general

se alcanzd considerando como respuesta mas importante TIA, la cual junto a CPT fueron

4Valore de CPT expresados como media * IC.
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maximizadas, mientras que se minimiz6 Pt. Como se muestra en la Fig. 7.4, a partir de la

funcidn se estimaron superficies de prediccién en funcion de los tres factores estudiados.

Inicialmente, la deseabilidad éptima se calcul6 por separado para cada surfactante,
obteniéndose asi condiciones ideales para cada sistema. La mayor deseabilidad predicha se
obtuvo para GX (0,810), siendo considerablemente menor para Tg7 (0,656) y Tg9 (0,530).
Las condiciones correspondientes a esos valores 6ptimos fueron de 4,7% m/m a 48 °C
durante 20 min para GX, 5,3% m/m a 43 °C durante 61 min para Tg7 y 5,6% m/m a 47 °C
durante 61 min para Tg9. Asi se obtendrian valores respectivos para GX, Tg7 y Tg9: -TIA de

100%, 98% y 90%, -Pt de 36%, 40% y 38%, -CPT de 1,68 mg EAG/g, 1,64 mg EAG/gy 1,61
mg EAG/g.
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Figura 7.4. Diagramas de superficie para la deseabilidad estimada en funcién de dos factores
experimentales manteniendo el tercer factor en su valor central. Graficos de deseabilidad para GX

160



CAPITULO 7 - Optimizacién de procesos

on
B

5 5 3
DesenNdad

on
=

S X S
Deseanhidad Deseaviidad

Figura 7.4. Continuacién. Diagramas de superficie para la deseabilidad estimada en funcién de dos factores experimentales manteniendo el

tercer factor en su valor central. Graficos de deseabilidad para Tg7 (arriba) y Tg9 (abajo).
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Luego, vislumbrando la posibilidad de disefiar un proceso unificado,
independientemente del surfactante empleado (entre los estudiados), se sondearon otras

posibilidades. Se consideré entonces, la condicién intermedia de 5% m/m de surfactante a
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45 °C durante 45 min. Fueron predicho asi valores® de deseabilidad = 0,751, TIA=97 £ 12%,
Pt=39 + 5%y CPT = 1,84 + 0,23 mg EAG/g para GX; deseabilidad = 0,620, TIA = 95 + 11%,
Pt=38+4%yCPT=1,63+0,17 mg EAG/g para Tg7; deseabilidad = 0,482, TIA =89 + 11%,
Pt =39 + 5% y CPT = 1,59 * 0,14 mg EAG/g para Tg9. Estas predicciones indican que, la
condicion unificada permitiria obtener resultados deseables que no se alejan de los 6ptimos
previstos individualmente para cada surfactante, lo cual brinda un escenario deseado de
tecnologia flexible, aplicable de manera mas general y no restricta a un surfactante

particular.

7.3. CONCLUSIONES PARCIALES

A partir de las consideraciones previas, establecidas en el capitulo anterior, pudo
procederse a la optimizacién de las condiciones extractivas de isoflavonas a partir de una
matriz mas simple que la natural, comprimidos comerciales. Las condiciones optimizadas
determinadas en este capitulo (GX080 11% m / m pH 4,5, extracciéon a 54 ° C durante 60
min) se aplicaron también a la matriz real, es decir harina de soja, lo que condujo a una
eficiencia extractiva del sistema micelar mucho mas alta que la del metanol, un solvente
tradicional. La capacidad de los surfactantes para penetrar en los poros de la matriz, afectar
la interaccidén soluto-matriz y aumentar el area de contacto fluido-sélido serian las

principales causas de su eficiencia aumentada.

Por otro lado, también se optimizaron SMAs de GX, Tg7 y Tg9 en la extracciéon de IT
e IFs, con una reducida extraccién de proteinas de la harina de soja. Realizando una
optimizacion multiple se encontraron condiciones deseables (5% m/m de surfactante, pH
4,5 a 45 °C durante 45 min), aplicables a los tres surfactantes con resultados similares
predichos. En este punto, es importante mencionar lo apropiado de la utilizacién de
herramientas estadisticas solidas en el proceso de optimizacion. Se trata de sistemas
complejos afectados fuertemente por diferentes variables y sus interacciones, siendo
practicamente inviable lograr predecir comportamientos certeros en base al método clasico
unifactorial (de una variable a la vez). Asimismo, nétese lo dificultoso que es encontrar una
explicacion fisica contundente para el efecto causado por cada variable en la respuesta
analizada. Para tomar dimensién de la mencionada complejidad, basta con considerar una
de esas variables, a modo de ejemplo, tal como la temperatura, y sus potenciales acciones

en la extracciéon de un dado analito. Esta puede afectar la estabilidad de la molécula de

5Valores de TIA, Pty CPT expresados como media # IC.
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interés, el proceso de liberacion por ruptura de interacciones de esa sustancia de la matriz
que la contiene, determina la velocidad el proceso difusivo hacia el extracto, y en el caso de
los sistemas surfactantes influye también en la formaciéon micelar y en el proceso de
separacion de fases. Esto se relaciona con el hecho que los modelos propuestos no

consiguen explicar entre 15y 25% de la variabilidad de los datos

Finalmente, haber logrado una condicién dptima, comtn a los tres surfactantes,
posiciona a los sistemas micelares como potencialmente aplicables en una amplia gama de
extracciones liquido-sélido. Ademas, la posibilidad de sustituir solventes organicos por
estos agentes biodegradables, no-inflamables y no-toxicos, y la posible aplicacién en
procedimientos de extraccidon a gran escala, hacen que estos sistemas sean adecuados para

fines industriales.
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proteicos de soja

- IDEAS PREVIAS. INTERROGANTES

Tradicionalmente los concentrados proteicos de soja (SPC) se obtienen a partir de
harina de soja desgrasada, eliminando el azicar soluble y constituyentes menores,
mediante alcohol acuoso (6 mezcla alcohol-agua) o una solucién de acido diluido en el rango
de pH de 4,0-4,8 [14]. Los rendimientos de SPC para estos procesos convencionales se ha
informado que varian entre 60 y 70% respecto del contenido proteico de la harina [14]. Asi,
aproximadamente dos tercios del contenido proteico en los copos/harina resulta en
residuos insolubles después de la extraccién y otro tercio son proteinas de suero de soja
que se pierden y entre los cuales encontramos a la mayoria de los antinutrientes proteicos

[360].

Los péptidos bioactivos derivados de los alimentos generalmente estan encriptados

en las secuencias de aminoacidos de las proteinas alimentarias y cominmente contienen 2-
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20 aminoacidos, incluso también se han informado péptidos bioactivos de mas de 20
residuos de aminoacidos [361]. Estos péptidos a menudo son funcionalmente inactivos
dentro de las proteinas nativas y deben liberarse mediante protedlisis para cumplir sus
funciones bioactivas especificas. Los péptidos bioactivos se producen a partir de proteinas
provenientes de la dieta mediante los siguientes mecanismos: i) fermentacidon (enzimas
proteoliticas excretadas por los microorganismos); ii) fabricacién de hidrolizados proteicos
con enzimas comerciales; iii) digestion in-vivo de proteinas de la dieta; o iv) digestidén in-
vitro, usando diversas enzimas proteoliticas como pepsina, tripsina, Corolase PP y

pancreatina [362].

En este contexto, se proponen metodologias que permitan la detoxificaciéon de
harina de soja dando concentrados proteicos que mantengan o mejoren su calidad con
respecto de los obtenidos por métodos clasicos. Para ello se considera la aplicacién de
sistemas micelares acuosos que puedan establecerse como alternativas sustentables para
la industria. Como un parametro clave de calidad se consideraran dos potenciales
capacidades bioactivas muy extendidas e importantes, actividades antioxidante y
antihipertensiva, relacionadas con la calidad proteica del producto y que pueden mejorarse

durante el consumo.

Como mapa de ruta del presente capitulo, se plantearon los siguientes
interrogantes: ;Las metodologias propuestas tendrdn mayor o menor capacidad extractiva de
proteinas solubles, antinutrientes e isoflavonas que la metodologia cldsica? ;Serd posible
separar y recuperar estos componentes de los extractos como subproductos del proceso?
;Cémo serd la calidad proteica de los concentrados producidos por las metodologias

propuestas con respecto a la cldsica? ;Y su calidad nutritiva y bioactiva?
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8.1. CARACTERIZANDO EL PROCESO

En base a los resultados previos se disefid6 un proceso de producciéon de
concentrados proteicos de soja (SPCs) y detoxificacion de harina de soja aplicando sistemas
micelares acuosos (SMAs), cuyos detalles técnicos fueron explicitados en la Seccién 3.2.25.
A modo de guia para facilitar la lectura del presente capitulo y favorecer a la comprension

de los resultados, a continuacion, se expone un diagrama del proceso realizado (Fig. 8.1).

Harina blanca de soja
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SMA 20 min
+ C\M i 45 °C
@\ °
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e _. |
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Figura 8.1. Diagrama de la metodologia propuesta para la produccién de SPCs con SMAs. EM:
extraccion micelar; FS: fase superior; Fl: fase inferior.

En la Fig. 8.1 se destaca la aplicacién de una extraccion micelar (EM) inicial seguida
de la separacién de fases, micelar (FS) y acuosa (FI) por calentamiento del extracto a una

temperatura superior al punto de turbidez (PT). Es importante aclarar que la EM para GX y

167



PARTE III - Resultados y Discusion

Tg7 es equivalente a una EDFA (extraccion en dos fases acuosas), dado que se trabajo por

encima del PT de ambos SMAs, no as{ para Tg9.

8.1.1. Caracterizacion peptidica de los SWPs

Luego de aplicar la metodologia clasica (acidificacién) y los SMAs para preparar
concentrados proteicos, los extractos obtenidos (SWPs), presumiblemente ricos en factores
antinutricionales, se caracterizaron segin el tamafio de sus componentes peptidicos

mediante cromatografia de exclusion molecular o filtracidn por geles, como se detalla en la

Seccion 3.2.13.

Ml — SWP GX
— SWP Tg7
SWP Tg9

;f" SWPa

40 |

Abs...  (mAU)

Volumen (mL)

Figura 8.2. Cromatografia de exclusion molecular. Cromatogramas (lineas sélidas) de distribucién de
tamafios moleculares de los SWP obtenidos por el método clasico (SWPa), y las metodologias
propuestas con SMAs de GX, Tg7 y Tg9. Las lineas discontinuas horizontales representan la linea base
de cada cromatograma y las verticales dividen regiones: |, Il y Ill. Los nimeros representan a los picos
correspondientes a la region I.

En la Fig. 8.2 se representan los cromatogramas obtenidos, donde se identifican tres
regiones principales. En la primera (I), nos encontramos con grandes proteinas y
polipéptidos, en la segunda (II) con medianos a pequefios péptidos, en tanto que en la
tercera (III) podemos apreciar aminoacidos libres y pequefias moléculas capaces de
absorber a 280 nm. La region de mayor interés a los fines del presente trabajo fue la I, donde

podemos encontrar a los factores antinutricionales proteicos presentes en la harina de soja.

Al analizar individualmente cada uno de los picos a partir de sus masas moleculares

medias aparentes (Mn,), se infirié que los picos 1 y 2, con respectivos tamafios medios
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aproximados de 690 kDa y 296 kDa, corresponderian a agregados proteicos y a la estructura
cuaternaria nativa de la glicinina. Para el caso de los picos 3 (M, de 120 kDa) y 4 (M de 72
kDa) se abarcan estructuras nativas de -conglicinina y desnaturalizadas tanto de ésta como
de glicinina, por parte del primero (pico 3), y subunidades de la 3-conglicinina (o, o y B) y
glicinina (subunidades acidas) en el segundo (pico 4). Por su parte, el quinto pico (5) con
una M, aproximada de 30 kDa, es esperable que comprenda a la subunidad béasica de
glicinina, lectina y al inhibidor de tripsina tipo Kunitz (ITK), siendo estos ultimos dos de los
principales antinutrientes de la soja, que junto al inhibidor de tripsina tipo Bowman-Birk
(ITBB), presente en el pico 6 (tamafio medio de 13 kDa), son los factores objetivos de la
extraccién. Finalmente, un séptimo pico de tamafio medio de 4 kDa, posiblemente contenga
aun péptido de alto valor comercial y creciente interés en la actualidad, Lunasin [363-365].
Tanto el pico 5 como el 6 se fraccionaron y enviaron a analizar por espectrometria de masas
(Maldi-tof), comprobando la presencia de los correspondientes inhibidores de tripsina para

ambas fracciones.

Tabla 8.1. Areas de picos principales de la regién | y dreas totales de las regiones Il y ll.

Area (mL*mAU) "

Region Pico
SWP GX SWP Tg7 SWP Tg9 SWPa
1 54+0,3 1,6+0,1 NA NA
2 7,7+0,5 2,5+0,2 NA NA
3 7,7+0,5° 7,3+0,52 5,4+0,5 7,3+0,6°
4 55+0,4° 4,7+0,33b 4,5+0,3b 4,8+0,42"
5 8,2+0,6°2 11,2+0,8" 7,3+0,5°2 14,4+1,0°
6 4,8+0,4° 40+0,2° 58+0,5 3,1+0,2
7 2,3+0,32 2,4+0,1° 51+0,3 1,1+0,1
1 \ 43,4+2,9° 49,6+4,2° 77,1+3,9 49,2+3,2°
1l \ 82,1+4,7° 66,3 £ 4,0 94,3+7,1° 51,3+2,3

"Valores expresados como media * SD.

b valores de la misma fila que comparten superindice no presentan diferencias estadisticas entre si,
dado el analisis de sus varianzas (ANOVA) con la prueba de rangos multiples de Tukey para un nivel de
significancia de 0,05.

La Tabla 8.1 muestra los datos de las areas calculadas para cada uno de los picos de
la regién I, asi como las totales de las regiones II y I1I. El método propuesto (Mp) con Tg9 y
el método clasico (Ma) no extrajeron agregados proteicos ni glicinina, como si lo hicieron
los sistemas de GX y Tg7, siendo notablemente mayor para GX. Para el caso del pico 3, el
SWP de Tg9 se diferencié de los otros con un valor menor, mientras que para el 4, éste se

diferencia s6lo del SWP de GX. Teniendo en cuenta los 4 primeros picos, el método de mayor
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poder de lixiviado es el que utiliza GX, seguido del de Tg7. Con respecto a los factores
antinutricionales, el método clasico junto al de Tg7 resultaron ser mejores para extraer ITK
y lectinas, sin embargo, no asi para el ITBB, para el cual Tg9 fue el mejor. Adicionalmente,
cabe mencionar el marcado y promisorio poder extractivo que presenté Tg9 para el pico
que podria contener al péptido Lunasin, dada la relevancia que éste esta adquiriendo debido
a sus comprobadas propiedades benéficas para la salud [366-369]. Finalmente, como se
observa a partir de las regiones Il y III, el SWP de Tg9 presentd un contenido mayor de
pequefios péptidos, asi como junto al SWP de GX, la mayor cantidad de aminoacidos libres

y pequefias moléculas que absorben a 280 nm.

8.1.2. Extraccion de isoflavonas

Una de las propiedades que resulta de gran interés analizar para las metodologias
aplicadas es la capacidad de extraer isoflavonas, teniendo en cuenta la posibilidad de

recuperarlas por su alto valor comercial.

En la Tabla 8.2 se reportan los niveles de IFs extraidas por cada metodologia. Las
isoflavonas extraidas se identificaron cuantitativamente mediante cromatografia liquida de
alto rendimiento. En general se encontré que los SMAs se diferenciaron notoriamente del
proceso clasico (Ma), mostrando niveles de isoflavonas totales superiores. Un andlisis mas
detallado evidenci6 que la metodologia que aplica GX fue la que mas se destacé en relaciéon
a cada IF en particular, superando a la extraccién acida tipica. Por otro lado, Tg9 presentd
niveles de agliconas iguales (para genisteina), o menores (para daidzeina) que Ma, lo que
puede relacionarse con su caracter mas hidrofilico. Como también se aprecia en la Tabla 8.2,
las diferentes muestras presentaron diferentes composiciones de isoflavonas, sin embargo,
en todos los casos, el contenido mas alto correspondi6 a las formas gliconadas, daidzina y
genistina. Estos resultados son consecuencia del alto contenido de 3-glicésidos con respecto
al de las agliconas en soja y derivados. Por ejemplo, es bien sabido que los agliconas de la
harina de soja son aproximadamente el 2-3% de las isoflavonas totales, mientras que los (3-

glucodsidos no conjugados representan el 34% del total de IFs [203].

En la Tabla 8.2 también se presentan los coeficientes de reparto (Kr) de las
isoflavonas entre las fases de alta y baja concentraciéon de micelas, asi como sus
rendimientos en la fase rica en micelas (Rr). Para el calculo de estos parametros de eficiencia
se tuvieron en cuenta los voliumenes de las fases superior (FS) e inferior (FI) de cada SMA.
Los volimenes medios de la FS fueron 12,4, 10,3 y 9,1 mL correspondientes a GX, Tg7 y Tg9
respectivamente. Por su parte, los volumenes medios de FI fueron 40,3, 44,7 y 40,9 mL

correspondientes a GX, Tg7 y Tg9 respectivamente. Cabe mencionar que las diferencias en
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los volimenes totales recuperados se debieron a las pérdidas de liquido que retuvo el
residuo sélido. Los Krs medidos mostraron una tendencia de las IFs a repartirse hacia la fase
superior rica en micelas (Kr >> 1). En relacion al Rr, el alto porcentaje de recuperacion en la
FS dejo en claro la gran efectividad a la hora de recuperar las isoflavonas en la fase rica en
micelas. Considerando tanto el poder extractivo como su recuperaciéon de manera
concentrada en la FS, Mp de GX se presentd como el mejor sistema para todas las [Fs y en
especial para las agliconas. También cabe destacar, que de esta manera se consiguid extraer
mas IFs que con el método clasico y en una concentracién entre cuatro y cinco veces mayor,
lo que tecnoldgicamente implica una gran reduccién de volimenes a manejar a la hora de

recuperar estos compuestos para su aplicacién industrial.

Tabla 8.2. Isoflavonas extraidas.

Metodologia
IF Mp
Ma
GX Tg7 Tg9
s [C' 1009:04 62,0£3,6%" 61,1+14° 70,0£3,1"
5 |k 90t07c 238425 6,1£0,6° NA
- ©
2 | © |R' 733:16 85,8+3,1 57,624 NA
c
o
2 | 5 |t 62543 40,2+2,0° 303+1,38° 350+ 2,4°
2| E
2 |k 93210 14,3£2,7° 14,2£2,8° NA
c
& |r  738:44c 78,76,5° 78,27,0° NA
s |C'  6039%300°  4901%203°  513,9226°°  1830+158
.3 |k 3,540,2° 4,2+0,2° 6,0£0,3 NA
17, M
£ 1 ° |grr 5155150 493+1,1° 57,2+1,3 NA
(3]
c
S | = |ct  8137:t166°  7704%214°  4612%43" 418,7+153"
U] =]
Z |k 85:04° 744047 11,2£1,1 NA
()
G |R 723:09° 630+1,3 71,4£2,0° NA
C*  1581,0£506 136284472 1066,5 + 30,1 706,7 36,7
Totales ' | Kr 590,37 644047 8,0+0,7 NA
Rr' 6441120 59,5+1,5° 64,0£19° NA

" Valores expresados como media + SD.

* Cantidad de IF extraida expresada en pg/g de harina de soja.

* Rendimiento de IF alcanzado en la fase rica en micelas expresado en %.
2 b Valores de la misma fila que comparten superindice no presentan diferencias estadisticas entre s,
dado el analisis de sus varianzas (ANOVA) con la prueba de rangos multiples de Tukey para un nivel de

significancia de 0,05.
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Tabla 8.3. Isoflavonas de soja extraidas con diferentes metodologias.

Contenido de IF

Método extractivo Fuente Daidzeina Genisteina Daidzina Genistina Referencia

SMA GX Harina 100,90+ 0,40 62,50 +4,30° 604 + 30° 813,70 + 16,60 -

SMATg7 Harina 62,00 + 3,60° 40,20 +2,00° 490+ 20° 770,40 £ 21,40° =

SMA Tg9 Harina 61,10 + 1,40° 30,30 +1,80%¢ 514 +23° 461,20 +4,30° ”

SMA Triton X-114 Harina 142,60 + 2,60 69,60 +0,20° 350+ 8¢ 736,50 + 3,30° Cordisco y col. (2016) [209]
Agua/acetona/etanol Harina Nd 38,00 +0,01° 382+12°¢ 467,00+ 8,00° Andrade y col. (2016) [203]
Acetonitrilo 80% Poroto 36,60 +2,00° 36,30 +0,40°¢ 670+ 18¢ 644,70 + 22,40 Leey col. (2015) [377]
Metanol 80% Poroto 22,10+ 2,50°¢ 26,40 +1,30¢ 631 +15¢ 587,60 £ 2,20 Leey col. (2015) [377]

Agua Okara 22,00+ 10,00¢ 3,00+4,00¢ 108 + 22 71,00 +16,00¢ Jankowiak y col. (2014) [370]
Etanol 70% Okara 173,00+ 8,00 194,00+ 14,00" 160+ 7¢ 171,00+ 7,00 Jankowiak y col. (2014) [370]
SMA reverso Triton X-100 Harina Nd 79,03 +4,31 168 +5¢ 118,24 £ 4,98 Zhaoy col. (2010) [258]

CO; supercritico Harina 30,93 +0,04>¢ 1,71+0,01¢ - 53,64 +0,06¢ Rostagno y col. (2002) [378]

" Valores expresados como media + SD, en pg/g de harina de soja. Nd: no detectado.

@€ Valores de la misma fila que comparten superindice no presentan diferencias estadisticas entre si, dado el andlisis de sus varianzas (ANOVA) con la prueba

de rangos multiples de Tukey para un nivel de significancia de 0,05.
*Valores no incluidos en el anlisis debido por estar fuera de la homocedasticidad (prueba de Bartlett).

“Valores correspondientes al presente trabajo.
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Al comparar los datos obtenidos en este trabajo con los de otras metodologias
(Tabla 8.3), se puede apreciar que la cantidad de agliconas recuperadas en este trabajo fue
similar o incluso superior a la mayoria de ellas. La extracciéon con etanol al 70% fue la
metodologia que extrajo la mayor cantidad de genisteina y daidzeina, pero sobre otro
derivado de soja como es el okara [370]. Al comparar el rendimiento extractivo del etanol y
el agua pura, se puede observar que la extraccién de agua no es capaz de extraer las IFs
menos hidrofilicas [356]. Por otro lado, también es importante senalar que la cantidad de
[Fs (agliconas y [-glic6sidos) obtenida en este trabajo y otro que realizamos previamente
con Triton X-114 [209], fue superior a la de la extraccién con micelas inversas (Zhao et al.,

2010), lo que sugiere que el uso de micelas directas mejora el rendimiento extractivo.

Cuando los compuestos objetivo se recuperan en la fase rica en micelas de los
sistemas micelares acuosos, la alta concentraciéon de surfactante puede comprometer la
aplicabilidad de este producto. Para subsanar este problema, en un trabajo previo,
aplicamos un segundo paso extractivo que tiende a revertir el comportamiento de particiéon
inicial [209]. Para ello, se afiadi6 una solucién acuosa basica a la fase micelar de un SMA de
Triton X-114, lo que convierte a las IFs en formas anidnicas, con mayor solubilidad en la fase
pobre en micelas [356]. De acuerdo con los resultados obtenidos, solo el 50% de las IFs se
recuperd en la fase acuosa, lo cual no consideramos del todo satisfactorio [209]. Por el
momento, el uso de la solucién basica puede ser un punto de partida apropiado para lograr
la separacion entre las IFs y las micelas, sin embargo, ain debe llevarse a cabo una
investigacion mas profunda sobre los medios para mejorar el rendimiento de la extraccion

reversa o alternativamente, complementar el proceso con alguna otra metodologia.

8.1.3. Extraccion de rafinosa/estaquiosa
Los carbohidratos de soja son en gran medida indeseables debido a su baja
digestibilidad. Al respecto, los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFOs)

consiguieron extraerse en los procesos aqui evaluados.

Como se muestra en la Tabla 8.4, estos azucares fueron extraidos en mayor cantidad
mediante los SMAs que con la metodologia clasica. Analizando los Kr se encontro6 que estos
azucares levemente prefirieron la fase inferior (FI), es decir en los SWPs, tendencia que
tiene que ver con su caracter hidrofilico. A pesar de no encontrar repartos unidireccionados
hacia una dada fase, teniendo en cuenta que el volumen de la fase inferior, pobre en micelas,
resulto 3,3-4,5 veces superior a la de la fase superior, era de esperar que la mayoria de RFOs
se recuperaran en la FI. Esto se corrobora al observar los Rr, evidenciando que la mayor

parte de los oligosacaridos permaneci6 en los SWPs. A pesar que a grandes rasgos los tres
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detergentes cumplieron satisfactoriamente en la extraccion de estos compuestos
antinutricionales, puede comentarse que la recuperacién en las fases acuosa fue

significativamente mayor para ambos tergitoles (SWP ~ 85%) que para GX (SWP ~ 79%)).

Tabla 8.4. RFOs extraidos, cuantificado mediante HPLC.

RFO '
Metodologia
C(UR/g)* Kr Rr (%)
GX 16,3+1,5° 0,85 +0,02° 79,3+1,3
Mp | Tg7 17,9+1,0° 0,76 £0,05° 85,1+1,3°
Tg9 185+1,3° 0,75+0,02° 85,7+0,9°
Ma 12,1+0,8 NA NA

" Valores expresados como media * SD.

* Valores expresados en relacién a 1 g de harina de soja.

2 Valores de la misma columna que comparten superindice no presentan
diferencias estadisticas entre si, dado el analisis de sus varianzas (ANOVA)
con la prueba de rangos multiples de Tukey para un nivel de significancia de
0,05.

Los galacto-oligosacaridos de soja representan una fuente de carbono alternativa y
econdémica para la conversién microbiana a productos de valor agregado como el acido
succinico y el etanol [371]. En este sentido, la produccién de concentrados proteicos de soja
resulta una alternativa sustentable y comercialmente interesante, dado que permite
recuperar los RFOs conservando el valor nutritivo y comercial del residuo proteico para
alimentacién humana y/o animal. En concreto, los SMAs aplicados presentan una mayor
capacidad (26-35%) de extraer RFOs que la metodologia clasica, lo que es una notable

ventaja.

Teniendo en cuenta, ademas, que a partir de la separacion de fases también se
consigue separar la mayor parte de los RFOs de las IFs, la metodologia propuesta sugiere

ser una alternativa mas que interesante.

8.2. CARACTERIZANDO EL PRODUCTO

8.2.1. Espectrometria IR

El anélisis espectroscopico de moléculas poliméricas es complejo debido a las
vibraciones moleculares que surgen de numerosos atomos. La espectroscopia FTIR es una
técnica particularmente util para el estudio de sistemas proteicos, dado que hay varias

regiones facilmente identificables en el espectro infrarrojo medio, habiendo nueve bandas
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caracteristicas denominadas amida A, B, |, II ... VII, siendo las mas ampliamente utilizada en

estudios estructurales de proteinas: amida I, amida Il y amida III.

10 A
R
0,8 { ——SPC GX ‘Amida B,
" | ——spCTg7 ' !
= ———SPCTg9 T
g 064 —spca : :
0 ) !
o Harina ! !
2 . :
< 0;4 S : :
| 1
i :
0,2 - | :
0,0 et N — :
Y T ¥ T £ & T J T ¥
4000 3500 3000 1600 1200 800
0,8 -
B Amida | —— SPC GX
——SPC Tg7
SPC Tg9
0,6 - Amida Il ——SPCa
Harina
©
‘S
=
@
y=
5 04
(%]
Q0
<
0,2 -
Amida Il
0,0

: , . , .
1800 1600 1400 1200
NUmero de onda (cm™)

Figura 8.3. Espectros de absorbancia estandarizados ATR-FTIR de harina y concentrados proteicos

(SPCs) de soja. A) Espectro completo de 4000 a 800 cm_l. B) Regiones amida caracteristicas mas
importantes (I, Il y 111).

La Fig. 8.3A muestra los espectros FTIR para la harina y los SPCs. Las bandas de
amida A (3500-3200 cm'!) y amida B (3100-2500 cm) se originan a partir de una
resonancia de Fermi entre el primer armoénico de la amida Il y la vibracién de estiramiento
N-H. Particularmente, la banda espectral de amida B mostr6 una fuerte alteraciéon por el
proceso, que indica un cambio conformacional de la estructura secundaria de la matriz de
los SPCs [372]. Las intensidades en esta banda sufrieron drasticos incrementos para la
mayoria SPCs con respecto a la de la harina, no siendo tan notorio para el correspondiente

a Tg7. Las bandas amida [ y amida Il son dos regiones principales del espectro infrarrojo de
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la proteina. La banda de amida I (entre 1700 y 1600 cm-1) se asocia principalmente con la
vibracién de estiramiento C=0 (70-85%) y estd directamente relacionada con la
conformacion de la cadena peptidica principal [372]. La amida II (1600-1500 cm-1) resulta
de la vibracién de flexion N-H (40-60%) y de la vibracién de estiramiento C-N (18-40%).
Estas dos bandas son conformacionalmente sensibles y, al presentar importantes
disminuciones de sus intensidades indican alteraciones estructurales que podrian deberse
a la desnaturalizacién y/o formacion de agregados [373]. Como puede verse en la Fig. 8.3B,
los SPCs obtenidos mediante los sistemas micelares muestran intensidades de amida I y II
intermedias entre la harina y el concentrado clasico, siendo el de Tg7 mas préximo a la
primera mientras que los otros se asemejan mas al SPCa. La amida III (entre 1300y 1200
cm-1) es una banda muy compleja que resulta de una mezcla de varios desplazamientos de

coordenadas, no habiendo diferencias muy notorias entre los SPCs y la harina (Fig. 8.3B).

Absorbancia

1700

Absorbancia

r " . T v . 1 I =
1700 1650 1600 1700

NGmero de onda (cm™)

Figura 8.4. Comparacion de la regidn amida | de los espectros de absorbancia ATR-FTIR deconvoluidos
para: A) harina de partida, B) SPCa, C) SPC de GX, D) SPC de Tg7 y E) SPC de Tg9. El ajuste de la curva
se realizd con lineas de Gauss. La posicion de los picos de los componentes de la banda de amida se
dedujo a partir de los espectros de la segunda derivada. La suma de las curvas ajustadas se muestra
como una linea continua, superpuesta estrechamente al espectro original, mostrado como una linea
discontinua (A y B) o coloreada continua (C, Dy E).

Incluso si la estructura primaria de las proteinas es la misma, las estructuras
secundarias y terciarias a veces no lo son. A partir de lo observado con la amida B, result6
importante poder analizar lo ocurrido con las estructuras secundarias de las proteinas

presentes en los productos durante los procesos de concentrado.
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Las regiones de la proteina amida I y II en los espectros FTIR se consideran las de
mayor interés y se han observado cambios en estas regiones en otras proteinas [264,265].
Los espectros originales en combinacién con un procedimiento deconvolutivo de la banda
de amida I, se usaron para el andlisis de las estructuras secundarias presentes en cada
muestra (Fig. 8.4) [374]. La segunda derivada de las curvas permitid identificar los
diferentes componentes espectrales, que se utilizaron para un procedimiento de
deconvolucién con ajuste de curvas gaussianas. La Tabla 8.5 presenta el porcentaje de
contribuciones de los diferentes tipos de estructura secundaria, calculados como las
relaciones entre las areas de las curvas correspondientes a las distintas bandas

componentes y el area total debajo del espectro.

Tabla 8.5. Contenido de la estructura secundaria proteica en la harina y
concentrados proteicos de soja mediante analisis FTIR.

Estructura secundaria (%)

Producto
Hélice-a Lamina-p Desordenada Giros-B
Harina 62 38 0 0
SPCa 42 44 0 14
SPC GX 37 46 4 14
SPC Tg7 12 24 43 20
SPC Tg9 67 28 0 4

¥ Porcentaje de area de los componentes de la banda de amida |, obtenidos
integrando el area bajo cada banda deconvoluida.

Los datos revelan que la banda de amida I para todos los SPCs consiste en nueve o
diez componentes principales, a diferencia de lo hallado para la harina, compuesta por dos.
Como se observa en la Fig. 8.4, la banda principal de los espectros FTIR de harina y del
concentrado proteico clasico en la region amida I se encontré entre 1660-1650 cm-1 (62%
y 42% del area total, respectivamente, Tabla 8.5), que corresponde a los movimientos
vibracionales de los restos amida de la cadena principal en una conformacion helicoidal. Por
otro lado, el SPCa también presenta bandas menores a 1637-1600 cmt y 1700-1682 cm-1,
relacionadas a estructuras tipo lamina-f, que en su totalidad superan levemente al
contenido de hélice-a (44%), y dos bandas correspondiente a estructuras tipo giros-f3 (1674
cmly 1666 cm 1), que en su conjunto indican una mayor unién de los protones amida por

formacion de puentes de hidrégeno [15].

En el espectro IR de los SPCs de las metodologias propuestas (Fig. 8.4) no se observo
un patrén comun para todos los casos. El SPC de GX evidencié una distribucién de

estructuras secundarias similar a la del SPCa, marcada por una banda mayoritaria a 1652-
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1650 cm! (Fig. 8.4C) correspondiente al tipo helicoidal, representando el 36-37%, mientras
que una sumatoria de bandas inferiores correspondieron a la estructura mayoritaria
lamina-f (44-46%). Con pequefias contribuciones, las estructuras de giros-f y
desordenadas fueron minoritarias (Tabla 8.5). Por otro lado, el SPC de Tg7 (Fig. 8.4D)
mostrd un pico principal correspondiente a la regién de las estructuras desordenadas
(1639-1638 cm1), representando el mayor porcentaje estructural (43%), seguida por las
ldminas-f con una contribucidn del 24%. Finalmente, el SPC de Tg9 fue el producto con una

distribucién estructural mas cercana a la de la harina (Fig. 8.4E).

Estos cambios estructurales que, en general, se encontraron en los concentrados con
respecto a la harina, coinciden con el panorama general de los espectros completos de FTIR.
Esto va de la mano a las condiciones bajo las cuales se llevaron a cabo los procesos,
principalmente el pH del medio, al cual encontramos a la mayoria de las proteinas de la
matriz en su punto isoeléctrico (pH 4,5), con su solubilidad al minimo y donde la agregacién
es facilitada por fuerzas no-electrostaticas, produciéndose una disminucién de solubilidad
proteica del concentrado [290]. También debe considerarse que los procesos aplicados, si
bien concentran proteinas, provocan una pérdida mayoritaria de hidratos de carbono
solubles, acompanada de una considerable cantidad de proteinas solubles, enriqueciéndose
el producto final en proteinas que ya eran insolubles en la harina de partida, ya sea por la
extraccion del aceite con hexano o por el paso de desolventizacion en el procesamiento de

la soja.

8.2.2. Contenido proteico y actividad inhibitoria de tripsina

Como producto de las metodologias analizadas en el presente capitulo se obtuvieron
concentrados proteicos de soja (SPC), los cuales se analizaron y contrastaron entre si y con
la harina de partida. Inicialmente se analiz6 el contenido proteico del sélido producido, y
luego se le realizaron extracciones para evaluar su actividad de inhibicién de tripsina (TIA)

y cantidad de proteina soluble (Ps).

La Tabla 8.6 reporta los resultados obtenidos, en los cuales se ve que, en particular
para las técnicas propuestas, el contenido proteico total (Ptx)varié segin el detergente
empleado. En relacibn a la harina de partida, se obtuvieron productos que
satisfactoriamente cumplieron con el objetivo de concentrar proteinas (SPC de Tg9) o al
menos mantener el mismo nivel (SPCs de GX 'y Tg7). Con respecto al SPCa, ningtin producto
pudo superarlo y sélo el SPC de Tg9 presentd valores equiparables. En ese sentido, GXy Tg7
mostraron un comportamiento muy préximo y resultaron ser menos eficientes que Tg9 a la

hora de producir un concentrado proteico, dando indicios de un mayor poder extractivo de
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proteinas. Esto mismo es coherente con lo hallado en la Seccién 8.1.1 para los SWPs, donde
la mayor extracciéon de globulinas correspondi6é a GX seguido de Tg7, indicando que al
aumentar el poder extractivo de proteinas de reserva disminuye el contenido proteico final

del concentrado producido.

Tabla 8.6. Analisis de proteinas totales y solubles, y TIA para los SPCs y
la harina de partida.

Producto Pt (%) " * TIA (%) Ps (%) ™"
Harina 54,6 +2,12" 100+ 7 84+4
SPCa 64,0+1,5¢ 11+1° 29+42ab
SPC GX 51,1+0,5° 9+2° 43 +5¢
SPC Tg7 57,4+0,7%49 10+2°2 34+7b¢
SPC Tg9 60,7+ 2,19 12+3°2 19+4°

" Valores expresados como media + SD en base seca.

* Porcentaje expresado como g proteinas/100 g producto.

* Porcentaje expresado como g BSA/100 g proteinas totales.

a¢ Valores de la misma columna que comparten superindice no
presentan diferencias estadisticas entre si, dado el analisis de sus
varianzas (ANOVA) con la prueba de rangos multiples de Tukey para un
nivel de significancia de 0,05.

La actividad inhibitoria de tripsina, como se muestra en la Tabla 8.6, se redujo de
manera considerable, alrededor del 90%, alcanzando niveles muy satisfactorios y
coincidentes con los predichos en la optimizacién del capitulo anterior (Secciéon 7.2). En

relacion a esta propiedad, ninguna de las metodologias se diferencid significativamente.

Sin embargo, esta interesante reduccién de TIA estuvo acompafiada de una
importante reduccion en la solubilidad proteica en NaOH 10 mM (valores de Ps). Esta es una
conocida desventaja de los métodos de concentrado proteico, esto es, que el SPC tiene baja
solubilidad proteica tras la rehidratacion [360,375] y malas propiedades funcionales, dada
por la exposicion de las proteinas a condiciones extremas (extracciéon con alcohol o acido,
tratamiento térmico, precipitacion o centrifugacion). Ademas, debe considerarse, tal como
fue mencionado precedentemente (Seccién 8.2.1), la reduccidn de la solubilidad proteica
debida al enriquecimiento del producto final en proteinas que ya eran insolubles antes del
proceso de concentrado. Debe puntualizarse que en la actualidad, el impacto de esta
desventaja puede atenuarse por medio de diferentes tratamientos que permiten recuperar
gran parte de esa solubilidad [17]. Asimismo, cabe destacar que, particularmente en el caso
de las metodologias con SMAs, si bien puede haber una moderada desnaturalizacion
proteica dadas las condiciones acidas, parece haber un cierto efecto protector por parte de

los surfactantes menos hidrofilos.
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8.2.3. Digestibilidad y bioactividad

Para analizar los efectos de la digestion simulada in-vitro sobre la harina y los
diferentes concentrados proteicos, se analizé en cada etapa el contenido de compuestos de
origen proteico (Pt) menores a 3 kDa (péptidos y aminoacidos), la actividad antioxidante
medida como ORAC y la actividad inhibitoria sobre ECA (iECA). Dado que en los datos
recolectados la variable respuesta se registra mas de una vez sobre la misma unidad, se
consideran del tipo de “medidas repetidas”, analizandose mediante el procedimiento de

“Modelos Lineales Generalizados”.

EnlaTabla 8.7 se reportan los resultados de ajustar los modelos estadisticos lineales
generales que relacionan Pt, ORACy iECA con 3 factores predictivos categdricos: I (unidades
experimentales), M (harina de partida o concentrado proteico proveniente de una
determinada metodologia extractiva) y T (etapa de SGI). Dado que el valor de prueba (P)
para cada modelo es menor que 0,05, existen relaciones estadisticamente significativas
entre las respuestas observadas y las variables predictoras. El coeficiente de determinacion
(R?) indica que los modelos, asi ajustados, explican el 99,6 y 99,7% de la respectiva

variabilidad.

Tabla 8.7. Analisis de varianza para los modelos lineales generales ajustados.

Respuesta Fuente sc” GL™ cMm™™ F P R?

Modelo 687 24 28,604 228 0,000 0,996
Pt Residuo 2,510 20 0,126

Total 689 44

Modelo 3557270 24 148219 276 0,000 0,997
ORAC Residuo 10759 20 538

Total 3568030 44

Modelo 7580240 24 315843 251 0,000 0,997
iECA Residuo 25209 20 1260

Total 7605440 44

ok ok

*SC, suma de cuadrados; *"GL, grados de libertad; ***CM, cuadrado medio.

P < 0,05 se considera significativo.

La Tabla 8.8 muestra las medias de minimos cuadrados calculadas para cada nivel
de la etapa del SGI (T). Considerando el proceso general de digestion, sin distincién de
muestras, al aplicar un procedimiento de comparaciéon multiple para determinar cuales
medias generales son significativamente diferentes de cuales otras, se encontr6 que, en las
tres respuestas hubo diferencias significativas entre las diferentes etapas. Curiosamente, la

etapa T2 mostré mayor Pt que la T3, lo cual se explica al considerar el fundamento de la
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técnica analitica empleada, metodologia del acido bicinconinico (BCA). El ensayo BCA se usa
para la cuantificacion del contenido proteico total en una muestra, a partir de la capacidad
de las proteinas de reducir Cu*? a Cu*! en una solucién alcalina (reaccién de biuret) que da
como resultado un producto de color purpura por el acido bicinconinico. La reduccién de
cobre esta causada principalmente por cuatro residuos de aminodacidos, incluidos cisteina,
cistina, tirosina y triptéfano que estan presentes en las moléculas proteicas. Sin embargo, a
diferencia de los métodos de unidn al colorante Coomassie, el esqueleto peptidico también
contribuye a la formacion del color, ayudando a minimizar la variabilidad causada por las
diferencias de composicion de las proteinas. Entonces, teniendo en cuenta que durante la
digestion estomacal hay una liberacién significativa e inespecifica de compuestos peptidicos
al medio, de los cuales muchos luego pueden ser degradados atin mas en la etapa intestinal
(a tripéptidos, dipéptidos y aminoacidos libres), es factible que esto cause una disminucién

de la senal por una menor contribucion del esqueleto peptidico.

Tabla 8.8. Comparaciones multiples para cada respuesta por T.

Medias de minimos cuadrados®

T

Pt! ORAC? JECA3
Tl 2,59 + 0,09 516 1015 +9
T2 9,63+ 0,09 460 + 6 283+9
T3 8,37 + 0,09 577 +6 57+9

" Valores expresados en base seca, como media + SEM calculados por minimos cuadrados.
1Pt en mg/g de producto, 2ORAC en umol TE/g de producto, 3/ECA como ICso, pg/mL.
Todos los valores de la misma columna presentan diferencias estadisticas entre si, dado el
analisis de sus varianzas (ANOVA) con la prueba de rangos multiples de Tukey para un nivel
de significancia de 0,05.

Por otro lado, ORAC no solo aumentd durante la etapa gastrica, sino que en general
se mantuvo ese incremento durante la intestinal, en tanto que, sobre la iECA, el ICso
disminuy6 de manera significativa en cada etapa del proceso, indicando un aumento

sostenido de la actividad inhibitoria.

Ahora, considerando las muestras por separado, la Tabla 8.9 presenta las medias de
minimos cuadrados calculadas para cada nivel de producto. A partir de comparaciones
multiples se han identificado tres grupos homogéneos para Pt y ORAC, y dos para iECA. El
contenido peptidico medio liberado durante el proceso digestivo del SPC de GX fue el
superior, mientras que el de Tg7 presentd el menor Pt, no habiendo diferencias entre las
restantes muestras. Asimismo, el SPC de Tg9 superé a los restantes en actividad
antioxidante media, pero sin diferenciarse de la harina y, al igual que para Pt, el SPC de Tg7

tuvo el menor nivel de esta actividad. La iECA media del proceso, por su parte, evidenci6 un
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maximo de actividad inhibitoria en el SPC de Tg7 y minimos en SPCa y SPC de Tg9, mientras

que el SPC de GX y la harina no se diferenciaron de ninguno de los dos grupos.

Tabla 8.9. Comparaciones multiples para cada respuesta por producto.

Medias de minimos cuadrados’

Producto

Pt ORAC? iECA3
Harina inicial 6,3+£0,3° 473 £13° 452 £ 12 2P
SPCa 7,5+0,3? 326+ 13" 428 +12°
SPC GX 8,9+0,3 303+13° 458 +12 @°
SPCTg7 4,8+0,3 178 £ 13 489 +12°
SPCTg9 6,9+0,3°? 534 +13°2 431+12°

* Valores expresados en base seca, como media * error estandar calculados por minimos
cuadrados. 1 Pt en mg/g de producto, 2ORAC en pmol TE/g de producto, 3iECA como ICso, pug/mL.
2 5 Valores de la misma columna que comparten superindice no presentan diferencias
estadisticas entre si, dado el analisis de sus varianzas (ANOVA) con la prueba de rangos multiples
de Tukey para un nivel de significancia de 0,05.

Las Figs. 8.54A, C y E muestran respectivamente Pt, ORAC y iECA en funcién de cada
etapa digestiva. Cada linea corresponde a cada I y segin el color a cada nivel de M. Si no
hubiera interaccion entre M y T, las lineas serian aproximadamente paralelas, mientras que,
de existir una interaccién, cuanto mas fuerte sea ésta, mayor diferencia se observara en las

formas de dichas lineas.

Para Pt (Fig. 8.5A) se observa que el SPC de GX y SPCa presentaron un
comportamiento similar durante el proceso digestivo, diferencidndose notoriamente del
conjunto. Estos sufrieron una marcada formacién de péptidos durante la etapa gastrica,
disminuyendo la sefial durante la intestinal, por lo antes explicado sobre la técnica BCA. Esto
podria indicar que para ambos casos hubo una mayor degradacion peptidica. Por su parte,
SPC de Tg9 experimenté un aumento del contenido peptidico durante la primera etapa,
manteniéndolo constante hasta el final de la digestion. Para el caso de la harina y del SPC de

Tg7, la formacidén peptidica fue casi constante durante todo el proceso digestivo.

Al evaluar los resultados para ORAC (Fig. 8.5C), se observa una disparidad de
comportamiento, particularmente marcada para Tg7 y Tg9 con respecto a las restantes. El
primero se destacé con una actividad antioxidante constante durante la etapa gastrica la
cual se incrementa durante la digestion intestinal, mientras que el segundo mostré un
incremento y reduccién drasticos durante las etapas gastricas e intestinales

respectivamente.
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Figura 8.5. Observaciones de cada respuesta (Pt, ORAC y iECA) en funcién de la etapa de proceso
para todos los productos en la simulacién de sistema gastrointestinal in-vitro (SGI). Las lineas
despliegan las observaciones para cada unidad experimental A) Pt C) ORACy E) iECA, considerando
todas las etapas del SGI, B) Pt D) ORAC y F) iECA, considerando sélo el inicio y el final del proceso
digestivo. Etapas del proceso: T1, inicio de la etapa gastrica; T2, final de la etapa gastrica; T3, final
de la etapa intestinal.

A diferencia de las otras dos respuestas, el patrén de iECA (Fig. 8.5E) fue similar para

todas las muestras a lo largo del proceso digestivo con un mayor aumento de la actividad

inhibitoria durante la etapa gastrica.

Considerando que la absorciéon de nutrientes, asi como compuestos bioactivos
ocurre principalmente en el intestino, se considerd evaluar el proceso digestivo de forma

global, es decir al inicio y al final de dicho proceso. En las Figs. 8.6B, D y F pueden verse
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nuevamente las respuestas obtenidas para los diferentes sistemas, pero reportando sélo los

datos al inicio y al final del proceso digestivo simulado.

Sobre Pt (Fig. 8.5B), los productos no mostraron comportamientos muy diferentes,
aumentando la cantidad de proteina en solucion durante la digestion. El crecimiento més
pronunciado fue para el SPC de GX, mientras que la harina y el SPC de Tg7 tuvieron el menor
aumento global. En el caso de la actividad antioxidante (Fig. 8.5D), los comportamientos
fueron mas disimiles entre si, observandose un mayor aumento de bioactividad para la
harina y el SPC de Tg9, con el menor crecimiento correspondiente al SPC de Tg7. Por otro
lado, todos los productos presentaron patrones similares de iECA para el proceso global

(Fig. 8.5F).

En este caso, las comparaciones multiples de las medias observadas para cada nivel
de M al final del SGI, muestra dos grupos homogéneos para Pt, tres para ORAC y solo uno
para iECA. Analizando Pt, SPCa presentd valores menores que los otros productos. En ORAC,

la harina se destaco significativamente superando a los otros, seguida por el SPC de Tg9.

En la Tabla 8.10 puede verse que al final de la digestidn, en general no hubo una
marcada diferencia entre los distintos productos sobre la cantidad de compuestos
peptidicos producidos, salvo por GX que mostré un Pt aproximadamente 27% mayor que
SPCay SPC de Tg7. Por otro lado, la actividad antioxidante fue alrededor de un 30% menor
paralos SPCay SPCs de GXy Tg7 en relacion a la harina y al SPC de Tg9. Con respecto a iECA,
si bien la actividad alcanzada por todos los productos corresponde a valores considerados
de elevada bioactividad, el SPC de GX present6 una actividad inhibitoria significativamente

menor.

Si consideramos lo observado en la Seccion 8.2.2, 1a harina de soja al presentar una
mayor solubilidad proteica deberia liberar mayor cantidad de compuestos peptidicos en su
digestiéon y hasta quizas mayores capacidades antioxidante y antihipertensiva. Sin embargo,
esto no se observa a partir de los resultados de este trabajo, lo cual es coherente con su
contenido de inhibidores de proteasas (ITs). Hay que recordar que las muestras fueron
filtradas para trabajar con fracciones menores a 3 kDa, por lo que todo péptido de mas de
25 aminoAacidos fue retenido. Estos inhibidores de proteasas provocan una reduccion de la
proteolisis que da como resultado péptidos de mas de 20 aminoacidos [22], por lo que
probablemente una gran proporcion de los compuestos peptidicos generados en la
digestion de la harina hayan quedado en el retenido de la nanofiltracién. Si bien estos

péptidos mayores ain cumplen un papel nutricional, dado que su tamafio atin es compatible
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con la absorcién a través del epitelio intestinal (3-51 aminoacidos) [376], sus propiedades

bioactivas serian minimas al superar los 20 residuos aminoacidicos.

Tabla 8.10. Comparaciones multiples para cada respuesta por producto.

Medias observadas al final del SGI *

Producto

pt? ORAC? iECA3
Harina 8,5+0,82" 737 £51°2 47 +6°2
SPCa 7,2+0,2" 518+20° 53+6°2
SPC GX 10,0+0,8? 521+29° 77+6
SPC Tg7 7,4+0,8° 437 +34° 58+4?2
SPC Tg9 8,8+0,62%" 672+ 652 49+6°

" Valores expresados media + SD, en base seca. ! Pt en mg/g de producto, 2
ORAC en pmol TE/g de producto, 3iECA como [Cso, pg/mL.

ab valores de la misma columna que comparten superindice no presentan
diferencias estadisticas entre si, dado el analisis de sus varianzas (ANOVA) con
la prueba de rangos multiples de Tukey para un nivel de significancia de 0,05.

A grandes rasgos, analizando la digestibilidad y propiedades bioactivas generadas
en el SGI, todos los productos presentaron interesantes caracteristicas mas alla de las
nutritivas extensamente conocidas. Esto permite afirmar que los procesos con SMAs,
ademas de las ventajas descriptas en los apartados anteriores, mas precisamente en la
mayor eliminacién de azicares no-digeribles, asi como la recuperacién de mayor cantidad

de IFs, permiten mantener la calidad de los concentrados proteicos producidos.

8.3. CONCLUSIONES PARCIALES

En este trabajo, se usaron sistemas micelares acuosos de GX, Tg7 y Tg9 y citrato de
sodio 50 mM pH 4,5 para extraer, concentrar y purificar factores antinutricionales e
isoflavonas de la harina de soja, y obtener como producto final un concentrado proteico con
caracteristicas nutritivas y biofuncionales adecuadas. Las condiciones experimentales
fueron las propuestas en la Seccidn 7.2, esto es, extraer con 5% m/m de surfactante a 45 °C
durante 45 min, y alcanzar luego la separacidn de fases manteniendo la temperatura en 45

°C para GXy Tg7 y elevandola a 60 °C para Tg9 durante 15 minutos.

El sistema que exhibe mayor poder de lixiviado de material proteico de la harina es
el que utiliza GX, seguido del de Tg7. Con respecto a los factores antinuctricionales, el
método clasico junto al de Tg7 resultaron ser mejores para extraer ITK y lectinas, sin

embargo, no asi para el ITBB, para el cual Tg9 es mejor.
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Las condiciones experimentales seleccionadas permiten purificar en un pequefio
volumen de fase micelar entre el 60 y 64% de las IFs lixiviadas. Con la aplicacion de los SMAs
estudiados, se consigue extraer mas IF que con el método clasico y en una concentracion

entre cuatroy cinco veces mayor.

Los SMAs aplicados presentan una mayor capacidad (26-35%) de extraer RFOs que
la metodologia clasica, evidenciando una mayor eficiencia en la detoxificacion del material
tratado. Sumado a esto, a partir de la separacion de fases se consigue separar la mayor parte

de los RFOs de las IFs, lo que contribuye a la purificacion de las IFs.

Con respecto a los concentrados proteicos (SPCs) obtenidos por la metodologia
propuesta, el andlisis de las regiones tipicas de proteinas en el espectro FTIR no muestra un
Unico patrén. Si puede decirse en forma general que, el producto final se concentra
principalmente en agregados proteicos, debido tanto a las condiciones experimentales

agresivas para las proteinas, asi como a la pérdida de material soluble en los extractos.

Para los productos que se obtienen con las técnicas propuestas, el contenido
proteico varia segun el surfactante empleado. Con los SMAs se producen concentrados
satisfactorios, con contenidos proteicos similares al del SPC clasico, en el caso de Tg9, o al
menos con un contenido equivalente al de la harina de partida (GX y Tg7). Por otro lado, la
actividad inhibitoria de tripsina remanente, es un 90% menor a la presente en la harina de
soja, nivel coincidente con las predicciones del modelo del capitulo anterior (Seccién 7.2),y
comprueba nuevamente la eficiencia como proceso de detoxificacion. Sin embargo, esta
interesante reduccién de TIA se acompaina de una importante reduccién en la solubilidad
proteica en NaOH 10 mM, desventaja que no es dramatica al existir diversas técnicas que

permiten revertirla.

Finalmente, considerando la digestibilidad y propiedades bioactivas que se generan
en la digestion de los SPCs, todos los productos presentan interesantes caracteristicas,
discutidas precedentemente, mas alld de las nutritivas extensamente conocidas. Esto
permite afirmar que los procesos con SMAs, ademas de permitir una mayor eliminacién no-
destructiva de factores antinutricionales, asi como la recuperacidon de mayor cantidad de

[Fs, permiten mantener la calidad de los concentrados proteicos producidos.
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CAPITULO 9- Conclusiones generales

La soja y sus subproductos son considerados como una de las fuentes alternativas
de proteina de uso mas difundido en el mundo para consumo animal y humano (35-40%).
Esto sumado a ser la segunda mayor fuente de aceite vegetal en todo el mundo (después del
aceite de palma), y ala utilizacion de su aceite como fuente de energia renovable (biodiesel),
ha convertido al cultivo de esta leguminosa en la actividad econdmica de mayor importancia
del sector agropecuario argentino, siendo la provincia de Santa Fe el principal polo

exportador tanto del grano como de sus subproductos.

Los derivados proteicos, como son las harinas/sémolas, concentrados y aislados,
son productos resultantes con distinto grado de procesamiento y presentan diferentes
propiedades que los hace aptos para multiples aplicaciones. Entre las consideraciones de
calidad mas importantes de estos productos encontramos la funcionalidad, la actividad
inhibitoria de proteasas, la cantidad de oligosacaridos indigeribles (rafinosa y estaquiosa)

presentes y la palatabilidad o sabor.

En este contexto, se planted el desarrollo de un proceso de detoxificacion de harinas

de soja que permitiera extraer dos de sus principales antinutrientes, los inhibidores de

191



PARTE IV - Conclusion

proteasas y los oligosacaridos no digeribles (rafinosa y estaquiosa), preservando la calidad
nutricional y bioactividad del material tratado. Se evalud la posibilidad de recuperar
simultineamente isoflavonas de soja como otro subproducto del proceso, junto a los
mencionados antinutrientes. Se emplearon, como potenciales extractantes, sistemas
micelares formados por los alcoholes alifaticos etoxilados Genapol X-080 (GX), Tergitol 15-

S-7 (Tg7) y Tergitol 15-S-9 (Tg9), todos ellos surfactantes no-toxicos y biodegradables.

Como punto de partida se realiz6 una caracterizacion fisicoquimica de los sistemas
micelares propuestos, determinando pardmetros y patrones de comportamiento
vinculados a su organizacién supramolecular y a su interaccidn con las isoflavonas. A partir
de los resultados obtenidos pudo establecerse un vinculo entre las caracteristicas
estructurales y la configuraciéon adoptada por las micelas de los SMAs estudiados. En ese
sentido, se ve que propiedades como CMC, PT, tamafio y forma de las micelas, son
influenciadas principalmente por la estructura de la de cabeza polar, es decir el nimero de
OEs en el caso de los POEs utilizados. En general, a menor niumero de OEs, menor caracter
polar y por ende menores CMC, PT y D% y mayores Nq4 y asimetria. Asi, teniendo en cuenta
las estimaciones tedricas sobre la morfologia, puede decirse que los sistemas micelares de
GX y Tg7al 1% m/m y 25 °C, presentan micelas elipsoidales de mayor tamafio y mas
asimétricas (cilindricas) que las correspondientes al Tg9 (esféricas y ovoides). Ademas, el
agregado de un electrolito cosmotrépico como el citrato de sodio, a concentraciones entre
50 y 200 mM, influye significativamente estas propiedades, reduciendo drasticamente la
CMC y PT con su consecuente efecto sobre el fendmeno de agregacion que determina sus
propiedades hidrodindmicas y morfolégicas. Por otro lado, los tres surfactantes son capaces
de interaccionar con las isoflavonas evidencidndose un incremento en el didmetro
hidrodinamico que podria ser consecuencia de la incorporacién de IFs en el ntcleo apolar,

o alternativamente de un aumento del nimero de agregacién o asimetria micelares.

En relacién a esto ultimo, establecida la interaccion entre los SMAs y las isoflavonas,
se demostro que los tres surfactantes ensayados presentan mejores cualidades extractivas
de estos fitoquimicos en comparaciéon a otros tensoactivos e inclusive en relaciéon a
solventes orgdnicos tradicionales, destacandose el desempeiio del GX. Profundizando, se
identificaron los factores que mas afectan al proceso extractivo, permitiendo asi optimizar
las condiciones metodoldgicas y maximizar la extraccién de isoflavonas a partir de una
matriz simple (GX 11 % m/m, pH 4,5; temperatura 54°C y tiempo 60 min). Una
extrapolacion de dichas condiciones a la harina de soja, permite recuperar una cantidad de

isoflavonas tres veces superior a la lograda por metanol, bajo idénticas condiciones.
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Respecto a la extraccién conjunta de antinutrientes e isoflavonas de la harina de
soja, se establecid que la condicién de 5% m/m de surfactante en citrato de sodio 50 mM pH
4,5, a 45 °C durante 45 min es 6ptima para maximizar la extraccion de los inhibidores de
tripsina y de isoflavonas, a la vez que minimizar la pérdida de material proteico nutricional.
Esta condicion 6ptima es comun a los tres surfactantes empleados. Al aplicarla en la
detoxificaciéon de harina de soja blanca, seguido de una segunda etapa de separacion de
fases para dar lugar a sistemas bifasicos acuosos, permite extraer, concentrar y purificar
factores antinutricionales e isoflavonas, y obtener como producto final un concentrado

proteico con caracteristicas nutritivas y biofuncionales adecuadas.

A partir del proceso propuesto se extraen diferentes cantidades de isoflavonas
segun el sistema micelar aplicado, pero siempre superiores (34 - 55%) a lo obtenido con la
metodologia clasica de preparacion de concentrados proteicos, y en una concentraciéon
entre cuatro y cinco veces mayor. Si bien GX es mas eficiente que los tergitoles en la cantidad
total extraida de isoflavonas, los rendimientos que se alcanzan en la fase micelar, luego de
la separacién de fases, son similares para los tres surfactantes y préximos al 60% - 64%.
Con respecto a los RFOs, ningtn sistema micelar se diferencia de los otros, pero todos son
mejores que la metodologia clasica, extrayendo entre 26% - 35% mas de estos azudcares.
Luego de la separacion de fases, el 79-85 % de estos oligosacaridos se recupera en la fase

acuosa, separandose de las isoflavonas.

Finalmente, el proceso de concentrado con sistemas micelares comparativamente al
aplicado actualmente, logra mantener la calidad de los concentrados proteicos producidos,
con mas de 50% de proteina y una actividad de inhibicién de tripsina reducida en
aproximadamente un 90%. Los concentrados, ademds presentan una digestibilidad y
propiedades bioactivas interesantes. Todos los SPCs, incluyendo el clasico, al ser digeridos,
presentan actividades antioxidante y antihipertensiva comparables. Esto permite afirmar
que los procesos con SMAs son una interesante alternativa de detoxificacion de derivados
de soja, tales como las harinas/sémolas, y de produccién de concentrados proteicos. La
metodologia propuesta, por un lado, es superadora de los procesos fisicos de detoxificacion
destructivos, al permitir simultdneamente la recuperacién de inhibidores de tripsina en su
estado nativo, los cuales son valorados como alternativas terapéuticas en dolencias graves
como las oncoldgicas, asi como la reduccién en el producto final de otros factores
antinutricionales, los RFOs, que los enfoques clasicos como el tostado no consiguen
eliminar. Por otro lado, esta propuesta aventaja al concentrado clasico con una mayor
eliminacion no-destructiva de factores antinutricionales, asi como la recuperacién de mayor

cantidad de IFs y una purificaciéon y concentracion de las mismas.
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