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Resumen

RESUMEN

Los granos de soja pueden ser utilizados como una fuente de proteinas de
elevada calidad, en forma de aislados, concentrados y harinas, los cuales tienen gran
demanda debido a sus diversos usos potenciales, ya sea a nivel industrial como para la
alimentacion animal y humana. En la Argentina, la mayor cantidad de la soja producida
se exporta y solo un porcentaje reducido se emplea en la elaboracion de productos.
Gracias a sus propiedades, los concentrados y los aislados proteicos de soja pueden ser
usados como ingredientes multifuncionales en la formulacion de alimentos. Por otra
parte, los oligosacaridos y las fibras de soja también han demostrado presentar
interesantes propiedades funcionales.

Una alternativa para mejorar las propiedades funcionales de las proteinas
alimentarias es la glicosilacion de las mismas. La forma mas simple es por medio de la
reaccion de Maillard. En el caso de proteinas de soja, se han publicado trabajos donde
los ensayos de glicosilacion se hicieron usando aislados proteicos de soja e hidratos de
carbono no propios de la soja.

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue elaborar nuevos ingredientes
funcionales compuestos por proteinas de reserva y/o de suero de soja con distintos
grados de agregacion y glicosilacion, empleando los propios hidratos de carbono
reductores presentes en las materias primas de partida, con vistas a ser empleados en
alimentos con acidez y contenido salino variable. Para ello se obtuvieron harinas de soja
con proteinas glicosiladas con los carbohidratos intrinsecos. Estas harinas fueron
caracterizadas a través de la determinacion del grado de glicosilacion, grado de
desnaturalizacion, agregacion proteica y actividad antitriptica y ureasica. Ademas se
evaluaron las propiedades funcionales de las muestras glicosiladas: solubilidad,
agregacion y gelacion acidas y poder emulsificante en dispersiones a pH neutro y acido.

El profundo conocimiento de la compleja relacién entre los distintos
componentes de una formulacion alimentaria permite controlar y/o monitorear mejor la
micro/nano estructura y, consecuentemente, manipular la textura de los alimentos
procesados y formular nuevos productos con caracteristicas diferenciadas. Para ello, la
utilizacion de sistemas modelo es muy importante para predecir el comportamiento de
sistemas mas complejos. Es por ello que, en principio, se evalu6 el proceso de

agregacion y gelacion acidas de aislados proteicos de soja (SPI) y de sus mezclas con
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aislados proteicos de suero de soja (WSP). El anélisis del proceso de agregacion acida
se realiz6 a partir de medidas espectrofotométricas y potenciométricas en el tiempo, una
vez adicionada la glucono-&-lactona (GDL). La gelacion acida en sistemas concentrados
fue evaluada a través de medidas reoldgicas y por microscopia. En todos los casos
estudiados pudo observarse la existencia una primera etapa mas lenta vinculada a un
proceso de disociacion de las particulas proteicas y/o un cambio conformacional,
seguida por una segunda etapa mas rapida de formacion de los agregados que crecen en
tamafio hasta formar una red o malla de gel. El grado de compactacion de dicha malla o
red fue méaxima a los 25°C, tanto para los sistemas diluidos como para los sistemas mas
concentrados. La temperatura estaria afectando al caracter elastico final de los geles a
través de la competencia entre dos procesos que ocurren simultdneamente y que
involucran a la velocidad de gelacion y a las interacciones hidrofobicas.

La adicion de WSP a los SPI indujo la asociacion de las particulas proteicas,
formando microparticulas de tamafio cada vez mayor a medida que aumenta la
proporcion de WSP, lo que condujo a un aumento de la velocidad de agregacion
inducida por la adicion de GDL. Teniendo en cuenta que el WSP no agrega al disminuir
el pH, la disminucion del tiempo y el aumento del pH a los cuales comienza la
agregacion estaria vinculada con una disminucion de la estabilidad electrostatica de los
SPI al interaccionar con el WSP. Esto trajo como consecuencia la formacion de
agregados y geles menos compactos.

Por otra parte, la glicosilacion de las harinas de soja se realiz6 utilizando como
variables del tratamiento térmico el tiempo del mismo (12-48 h), la presencia o ausencia
de 79% de humedad relativa y el estado inicial de la muestra (a partir de dispersiones
acuosas con diferente estado de subdivisién inicial o a partir del tratamiento directo de
la harina). Para analizar el grado de glicosilacion se determind el porcentaje de lisina
glicosilada. También se determind la solubilidad proteica en agua y en KOH 0,2% "/p.
Se evalud el grado de desnaturalizacion proteica por calorimetria diferencial de barrido
(DSC) vy se estudiaron cambios estructurales y/o conformacionales por espectroscopia
infrarroja de transformada de Fourier (FTIR). Se hicieron estudios de electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), en medio
reductor y no reductor para evaluar la presencia y naturaleza covalente de los agregados

proteicos. Ademas, se determind la actividad antitriptica y ureasica.
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Los resultados demostraron que la glicosilacién de harinas de soja desgrasada
usando los propios hidratos de carbono de soja fue factible. Si bien los tratamientos
térmicos indujeron una pérdida de lisina, este aminoacido no es limitante en la harina de
soja y, salvo en algunas excepciones, el contenido de lisina reactiva fue mayor al
minimo estipulado por el Codigo Alimentario Argentino. La glicosilacion fue
acompafiada de la formacién de agregados insolubles en agua e KOH 0,2% "/p, pérdida
parcial de actividad ureasa y antitriptica y desnaturalizacién parcial del factor
antitriptico de Kunitz. La espectroscopia FTIR permitié detectar cambios estructurales
en las muestras por efecto del tratamiento térmico. Si bien el grado de agregacion
proteica, que limita las posibles aplicaciones tecnofuncionales, se podria minimizar a
través de modificaciones en la temperatura, la humedad relativa y la relacion
proteinas/hidratos de carbono. Por otro lado, en las condiciones ensayadas, deberia
aplicarse un tratamiento térmico adicional por via himeda para permitir la inactivacion
adecuada del factor antitriptico de Kunitz.

El estudio de la gelacion acida evidencio que las proteinas presentes en la harina
de soja y glicosiladas con carbohidratos de origen no modificaron su estabilidad
electrostatica durante la formacion de geles acidos. Sin embargo, las muestras obtenidas
por calentamiento de harina en seco en condiciones controladas de humedad
presentaron cambios significativos en sus valores de modulo elastico al final del
proceso de acidificacion. A medida que aumento el tiempo de tratamiento, mayor fue la
pérdida del caracter elastico, llegando incluso a la pérdida total de la capacidad de
formar un gel después de las 48 h de tratamiento previo. Estas muestras fueron las que
presentaron el mayor grado de glicosilacion, lo que produciria un aumento de la
hidrofilicidad superficial y, por lo tanto, una disminucion de las interacciones
hidrofobicas, conduciendo a la formacion de geles cada vez mas débiles. Ademas, la
glicosilacion produciria aumento en la estabilidad estérica residual del sistema coloidal
inhibiendo la reestructuracion y compactacion de la red de gel. Por otro lado, a través
del analisis de las imagenes digitales obtenidas por microscopia confocal de las
dispersiones calentadas se observo una correlacion positiva entre el tamafio medio de
los agregados y la pérdida del caracter elastico final del gel acido. Estos agregados
proteicos no participarian en la red de gel, como se observa en las imagenes de los geles
acidos, presentandose un entramado del gel cada mas abierto y discontinuo. Este mismo

fendbmeno contribuiria a explicar el comportamiento de mezclas SPI/WSP frente a la
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agregacion y gelacion &cidas. A medida que aument6 la proporcion de WSP en la
mezcla se formaron agregados de mayor tamafio, conduciendo a la formacién de geles
cada vez menos elasticos.

Los resultados de SDS-PAGE corroboraron la presencia de los agregados de alto
peso molecular, indicando una distribucion de tamafios diferente y discreta para el caso
de las muestras obtenidas en condiciones de humedad controlada (de mayor grado de
glicosilacion y agregacion). Estos agregados de naturaleza covalente, demostraron ser
incluso bastante estables en medio reductor.

Las emulsiones preparadas a partir de dispersiones en medio acido de harinas
glicosiladas demostraron incrementar la estabilidad frente al cremado y la coalescencia,
siempre y cuando exista una combinacion entre el tratamiento térmico en condiciones
de humedad relativa controlada y la homogeneizacion por alta presion de la dispersion.
La presencia de agregados formados por glicoconjugados proteicos mas pequefios en la
dispersion permitié una mejor adsorcion y acomodamiento en la interfase agua/aceite y
una adecuada estabilizacion por repulsion estérica, que compensa la atraccion
hidrofdbica, evitando la coalescencia durante el almacenamiento estacionario. Este
mecanismo de estabilizacion interfacial por repulsion estérica fue consistente con el
fendbmeno de Pickering, observado en emulsiones O/W estabilizadas con particulas
insolubles y activas superficialmente.

Estos resultados representan un punto de partida para la elaboracion de nuevos
ingredientes tecnofuncionales compuestos por proteinas de reserva y/o de suero de soja
con distintos grados de glicosilacion, empleando los propios hidratos de carbono
presentes en las materias primas de partida. Se ha demostrado la existencia de procesos
simultdneos de agregacion y glicosilacion que influyen significativamente sobre las
propiedades reoldgicas y de textura de geles y las propiedades emulsificantes en medio
acido, que deben ser tenidos en cuenta para el disefio de un producto alimenticio con
caracteristicas organolépticas adecuadas. Los resultados obtenidos constituyen una base
para futuras investigaciones y el desarrollo de productos alimenticios con caracteristicas

optimizadas utilizando a las proteinas de soja como ingredientes y/o aditivos.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION
1.1. Importancia del tema en estudio

La planta de soja (Glycine max) proveniente de China es una legumbre que forma
parte de uno de los cultivos de mayor relevancia econdémica a nivel mundial. La
Argentina se posiciona como el tercer pais productor de soja en el mundo (detréds de
Brasil y Estados Unidos) y como el primero en la utilizacion de semilla de soja
modificada genéticamente, aceite y harina, provenientes de la misma planta. Santa Fe,
Cordoba y Buenos Aires representan las provincias con mayor produccion por area
sembrada y magnitud de rendimientos [2].

Los granos de soja contienen mas del 20% de aceite, el cual es ampliamente
utilizado como aceite comestible y en los ultimos afios para la elaboracion de
biocombustibles, y mas de 48% de proteinas. Los granos de soja son utilizados como
una fuente de proteinas de elevada calidad, en forma de aislados, concentrados y harinas
(90, 70 y 50 % de proteinas, en promedio, respectivamente), los cuales tienen gran
demanda debido a sus diversos usos potenciales, ya sea a nivel industrial como para la
alimentacion animal y humana.

Actualmente en Argentina, la mayor cantidad de la soja producida se exporta como
poroto entero, pellet o harina, y solo un porcentaje reducido se emplea en la elaboracion
de productos. Es por ello que el Plan Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion
Productiva “Argentina Innovadora 2020” contempla en su apartado 11.3.3.1.
“Agroindustria” una seccion, “Procesamiento de alimentos”, donde se promueve el
“agregado de valor y calidad a los productos primarios derivados de las cadenas
agroalimentarias”, entre ellas con mencion especial a las “harinas proteicas”, como lo es
la harina de soja, “buscando incrementar el mercado interno, fortalecer el desarrollo
territorial y aumentar los destinos y volimenes de exportacion” [3]. Por lo tanto, el
aporte de los resultados obtenidos en el presente trabajo seria importante para el
fortalecimiento del sistema cientifico-tecnolégico de nuestro pais (objetivo global del
Plan), en particular en el area de tecnologia de alimentos y mas especificamente sobre el
procesamiento de una materia prima de partida muy importante, hasta ahora
mayoritariamente de exportacién, como lo es la harina desgrasada de soja.

Por otra parte, los aislados proteicos de soja, que no se producen a nivel nacional, y
concentrados proteicos pueden ser usados como ingredientes multifuncionales en la
formulacion de alimentos. En el proceso de obtencién de aislados proteicos de soja se

descartan, en distintas etapas, agregados proteicos junto con polisacaridos insolubles,
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proteinas no precipitables en medio &cido (las proteinas de suero de soja) junto con
oligosacéridos.

En estos Ultimos afos se ha observado un incremento del consumo de alimentos a
base de soja debido al reportado efecto benéfico en la salud y la nutricion. Estos efectos
incluyen la disminucion del colesterol plasmatico, la prevencion de cancer, diabetes y
obesidad, y la proteccion contra enfermedades renales e intestinales. Incluso, la FDA
(Food and Drug Administration) de los Estados Unidos ha aprobado el uso
propagandistico del rol de las proteinas de soja como reductoras del riesgo de padecer
enfermedades coronarias. Las formulas a base de soja, por otro lado, son ampliamente
utilizadas para la alimentacién de nifios que sufren alergia a la leche de vaca y para la
prevencion de enfermedades cuando no se dispone de leche materna. Estas son
economica y nutricionalmente adecuadas como reemplazo de férmulas a base de leche
bovina y ademas presentan rara vez reacciones alérgicas [4].

Durante esta Gltima década, los precios mundiales de los ingredientes han
aumentado considerablemente. Por lo tanto, sera un desafio para los fabricantes la
utilizacion mas eficiente de los cultivos durante el procesamiento de alimentos de
manera de disminuir los costos de produccion, pero manteniendo la elaboracion de
productos de elevada calidad. Por otro lado, también ha crecido la preferencia de los
consumidores por productos industrializados mas saludables pero con la misma textura
y sabor del producto tradicional. Este hecho es responsable del creciente interés de la
industria alimentaria por intensificar y diversificar sus lineas de produccion. No
obstante, para desarrollar estos alimentos con la textura adecuada es necesario que sean
estabilizados por distintos constituyentes alimenticios, entre los cuales las proteinas
desempefian un papel clave debido a sus propiedades funcionales y de interaccion [5].

El profundo conocimiento de la compleja relacion entre los distintos componentes
de una formulacion alimentaria permitira controlar y/o monitorear con mayor eficiencia
la micro/nano estructura y, consecuentemente, manipular la textura de los alimentos
procesados y formular nuevos productos con caracteristicas diferenciadas. Sin embargo,
los modelos para predecir sistemas complejos necesitan ser modificados continuamente
con el fin de relacionarlos con la textura del alimento mas estrechamente. En este caso,

la utilizacion de sistemas modelo es muy importante para proveer un marco cientifico

[6].
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1.2. Soja

La soja es una legumbre de ciclo anual que pertenece a la familia de las Fabéceas
(leguminosas). Presenta una altura entre los 0,5y 1,5 m, posee hojas grandes, trifoliadas
y pubescentes, y vainas cortas que contienen entre uno y cuatro granos oleaginosos con
un promedio de 20% de aceite.

Las semillas de soja maduras presentan una forma casi esférica y estan formadas
por tres partes principales: la cascara o tegumento, los cotiledones y el hipocotilo (eje
embrionario), los cuales representan alrededor del 8, 90 y 2 % del peso de la semilla de
soja, respectivamente. La cascara estd compuesta por 4 o 5 capas superpuestas de
células de diferentes tipos. Los cotiledones son células alargadas, que contienen al
aceite y a las proteinas, en forma de cuerpos lipidicos (esferosomas) de 0,1-0,5 pum de
didmetro y cuerpos proteicos de 2-10 pum de diametro. Los cuerpos proteicos contienen
la mayor parte de las proteinas del grano de soja, denominadas proteinas de reserva. Las
mismas se hidrolizan durante la germinacion y sirven de sustrato para el crecimiento del
embrion. Las proteinas estructurales, enzimas e inhibidores enzimaticos se localizan en

el resto de la célula [7].

1.2.1. Proteinas de soja

Las proteinas de soja se clasifican en proteinas biol6gicamente activas y en o de
almacenamiento (80% de las totales). Ejemplos de las primeras son la a-amilasa, el
citocromo c, la lectina, la lipooxigenasa, la ureasa y los inhibidores de tripsina de
Kunitz (KTI, por sus siglas en inglés) y Bowman-Birk (BBT]I, por sus siglas en inglés).
En tanto, las proteinas de reserva estan constituidas mayoritariamente por las globulinas
7S (B-conglicinina) y 11S (glicinina), las cuales se caracterizan por ser altamente
solubles en agua por encima de pH 7 y precipitables a pH 4,5 [7].

Ademas, las fracciones de proteina de soja pueden ser caracterizadas de acuerdo
a sus propiedades de sedimentacidn o peso molecular. Las dos fracciones precipitables a
pH 4,5 poseen pesos moleculares elevados, siendo 20-35% referenciadas como
globulina 7S y 25-35% como globulina 11S. Ambas son complejas y estan formadas
por diversas subunidades que facilmente se asocian y disocian bajo diferentes
condiciones de pH, fuerza idnica y tratamiento térmico [8]. Los componentes de bajo
peso molecular (2S) son inhibidores de tripsina, citocromos Yy otras globulinas.

El aislado nativo proteico de soja (SPI) es la forma mas purificada de las

proteinas de soja, con un alto valor nutricional y con diversas propiedades funcionales.
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Entre ellas se destacan la absorcién y retencion de agua y aceite, la capacidad de formar
y estabilizar emulsiones y espumas, la formacion de geles y dispersiones viscosas, la
formacion de peliculas y fibras, etc. [7, 9-10]. Esta constituido principalmente por las
proteinas de reserva glicinina y B-conglicinina.

Por otra parte, los sueros de soja son obtenidos a partir del sobrenadante
isoeléctrico de la preparacion de los SPI y los sueros de tofu provienen del residuo
industrial liquido de la elaboracion del tofu que se obtiene por coagulacién de las
proteinas de reserva de la leche de soja utilizando sales de calcio y/o magnesio. Estos
sueros contienen hidratos de carbono solubles del grano de soja (mono-, di- y
oligosacéridos) siendo la sacarosa y los oligosacaridos estaquiosa y rafinosa los
mayoritarios en el suero de tofu [11-12].

La fraccion proteica del suero de soja esta constituida mayoritariamente por la
lectina, también conocida como hemaglutinina, los factores antitripticos KTl y BBTI y
enzimas como la a-amilasa, lipooxigenasa y ureasa [13]. El efecto antinutriente de la
lectina y los factores antitripticos y su termolabilidad han sido reportados previamente,
de manera que deben ser sometidos a un tratamiento hidrotérmico antes de ser utilizados
en formulas alimentarias. Sin embargo, junto a otras proteinas séricas de soja,
contribuyen a la calidad de los granos de soja debido a su contenido relativamente
elevado de residuos de cistina. Estas suplementan el escaso contenido de aminoacidos
azufrados de las proteinas de reserva que comprenden la mayor parte del reservorio
proteico en la semilla. Ademas, las proteinas aisladas de sueros de soja o de tofu,
cuando estan correctamente inactivadas, tienen un valor biolégico comparable al de las
proteinas de reserva, tienen alta solubilidad y propiedades superficiales ain en medio
acido [7, 14]. Es por ello que durante estos ultimos afios se comenzo a prestar atencion
en las propiedades nutricionales y funcionales de estos componentes que son
subutilizados, ya que usualmente se descartan o generan como sélidos o liquidos en la
elaboracion de aislados, tofu y también concentrados y leche de soja. Esto trae también
como beneficio la utilizacion de un residuo de valiosas propiedades nutricionales y
funcionales que, si no se utiliza, produciria un impacto ambiental negativo.

Las proteinas de reserva de soja tienen una estructura cuaternaria bien definida.
La glicinina es una proteina de almacenamiento compuesta por diferentes polipéptidos,
cuatro de naturaleza acida (Ai-As, 34-44 kDa) y cuatro basicos (B1-Bg4, 20 kDa). Los
polipéptidos acidos y basicos estan unidos entre si por un puente disulfuro formando

seis subunidades A-B que le dan a la molécula de glicinina un peso molecular
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aproximado de 360 kDa [15]. En la glicinina han sido identificadas 5 subunidades:
A1aB1p, A1aB2, AsB1a, AsB4, AsA4B; clasificadas dentro de dos grupos de acuerdo a la
homologia de secuencia de aminoacidos: grupo | (A1aBip, A1aB2, A2B1a) v grupo Il
(AsBa, AsA4Bs3). Las subunidades del grupo | contienen dos residuos de cisteina, tres de
cistina (-S-S-) y son ricas en metionina (5 a 8 residuos); cada subunidad del grupo 11
tiene dos residuos de cisteina, dos de cistina y 3 residuos de metionina [16]. Las
subunidades de la glicinina son polimoérficas, es decir, entre distintos cultivos existen
reemplazos aminoacidicos en el mismo tipo de subunidad [17]. La B-conglicinina (PM
140-170 kDa) es una glicoproteina y puede aparecer en al menos siete formas: o’f2,
ofz, ao’P, azB, oxa’, aszy PBs, como resultado de diferentes combinaciones de las
subunidades constituyentes a, o’ y B por interacciones de van der Waals y puentes de
hidrogeno: PM 57-68 kDa, 57- 72 kDa y 42-52 kDa respectivamente [16-18].

El KTI presenta un PM de 20 kDa y posee dos puentes disulfuro [4, 19]. Es
altamente estable en un amplio rango de pH (3 a 10) y ademas es téermicamente estable
en condiciones de baja humedad [20]. Lin y Ng (2008) informaron propiedades
benéficas del KTI que incluyen el incremento de la produccion del 6xido nitrico por los
macrofagos, asi como una disminucién en la proliferacion de células cancerosas de
mama e higado [21].

El factor antitriptico BBTI posee un bajo PM de aproximadamente 8 kDa y
presenta 7 puentes disulfuro responsables de su alta estabilidad térmica [22-23]. Esta
proteina resiste, por lo tanto, las altas temperaturas de coccion y el pH del estbmago
debido al alto nimero de puentes disulfuro [24]. Por otra parte, se han reportado
diversas propiedades anticancerigenas y estimulantes del sistema inmune para BBTI
[25-26].

La hemaglutinina o lectina de soja es un glicoproteina tetramérica (PM 120 kDa)
de subunidades idénticas (PM 30 kDa cada una) que carece de puentes disulfuro, posee
dos sitios de union a azlcares y un punto isoeléctrico (pl) de 5,81 [27]. Se sabe que
forma complejos estables con glacidos, en especial con D-manosa y N-acetil-D-
glucosamina [13]. La a-amilasa de soja posee un PM de 57 kDa, un pl de 5,85y no
posee puentes disulfuro [28].

La lipooxigenasa es una enzima involucrada en la oxidacion de &cidos grasos
insaturados y, por lo tanto, responsable de impartir aroma y sabor desagradable a
algunos productos procesados de soja. Posee un PM de 100 kDa, un pl de 5,58 y es muy
termolabil [29].
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1.2.2. Hidratos de carbono de soja

Los hidratos de carbono de la soja comprenden un 35% del poroto entero y un
38% de la harina desgrasada desolventizada (en base seca). La composicién tipica de
hidratos de carbono en la harina desgrasada de soja y pellets de soja se resume en la
Tabla 1.

Tabla 1. Composicion tipica de los hidratos de carbono en la harina desgrasada de soja y pellets
de soja (35-38% en base seca) basado en Karr-Lilienthal y col. (2005).

Hidratos de carbono | % en base Hidratos de carbono % en
no estructurales (17%) seca estructurales (18-21%) base seca
De bajo PM De cotiledén

Monosacaridos Arabinogalactanos 5
Glucosa trazas Polisacaridos acidos tipo pectina 8-10
Galactosa trazas De céscara
Fructosa trazas Lignina, hemicelulosa y celulosa, etc. 1-2

Disacaridos
Sacarosa 6-8

Oligosacaridos 5-7
Rafinosa 1-2
Estaguiosa 4-5
Verbascosa trazas

Polisacaridos
Almidon < 1%

La mitad de los carbohidratos presentes en la soja son llamados ‘“no
estructurales” e incluyen azucares de bajo PM, oligosacéaridos y pequefias cantidades de
almiddn (< 1%). Estos se encuentran principalmente en los cotiledones de los porotos
de soja (principales constituyentes de la harina). Los azlcares de bajo PM comprenden
monosacaridos simples, como la galactosa, fructosa y glucosa y el disacarido sacarosa.
Los oligosacaridos predominantes son los galacto-oligosacaridos rafinosa, estaquiosa y
verbascosa. Estos ultimos consisten en 1, 2 y 3 unidades de galactosa respectivamente,
unidos al residuo de glucosa de una molécula de sacarosa a través de un enlace a-1,3
como se muestra en la Figura 1.1 [30].

Es de destacar que si bien estos oligosacaridos no son digeribles y estan
asociados a la fermentacion bacteriana a nivel intestinal, se han reportado efectos que
promueven el crecimiento de bacterias benéficas en el colon (especialmente

bifidobacterias) reconociéndolos como compuestos prebioticos [31-32].
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Figura 1.1. Estructura quimica de los galacto-oligosacaridos principales de soja.

La otra mitad de los carbohidratos de la soja comprende los llamados
“carbohidratos estructurales”, que a su vez pueden subdividirse de acuerdo a la su
localizacion en la estructura del grano: polisacaridos de cotiledon y polisacaridos de
cascara [30]. Los polisacaridos del cotiledon comprenden principalmente polisacaridos
acidos, que contienen alrededor de un 30% de residuos de &cido uronico [33], y
polisacaridos neutros formados en gran parte por unidades de arabinosa y galactosa
(arbinogalactanos) [34]. A partir de la hidrélisis &cida de los polisacaridos acidos se
obtiene &cido galacturonico, galactosa, arabinosa, Xilosa, fucosa, ramnosa y trazas de
glucosa, mientras que la hidrolisis de polisacaridos neutros produce galactosa, arabinosa
y trazas de xilosa y &cido galacturénico. A pesar de la elevada complejidad estructural,
estos heteropolisacaridos comparten caracteristicas similares a las pectinas acidas [33-
34]. Por otro lado, los polisacaridos de la cascara de soja (86% en base seca de la
cascara y 8% en base seca del poroto), incluyen también hidratos de carbono complejos,
principalmente hemicelulosa, celulosa, pectinas acidas, xilano y galactomananos [35].

Por ultimo, es importante destacar que las fibras de soja, ademas de sus efectos
fisioldgicos a nivel intestinal, poseen propiedades funcionales de hidratacién y son
buenos agentes estabilizantes y texturizantes. Trabajos recientes mostraron que los

polisacéaridos solubles de las fibras de soja poseen propiedades interfaciales por
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contener proteinas covalentemente unidas a su estructura y pueden actuar como

emulsificantes en medio &cido [36-37]

1.2.3. Obtencidn de harina de soja en la industria

Si bien desde el afio 200 A.C., los antiguos chinos aprendieron que la soja puede
ser remojada en agua y calentada para elaborar productos como el jugo de soja y el tofu,
no fue hasta el crecimiento de la industria de la soja en Estados Unidos (siglo XX D.C.)
que se comenzd a pensar en la recuperacion de sus componentes y la obtencidn de
derivados de alto valor agregado.

Debido a que el poroto de soja contiene alrededor de un 20% de aceite
comestible, éste se convirtié en el primer componente objetivo. El primer proceso para
recuperar el aceite de soja fue mecénico, mediante una prensa a tornillo. Durante las
ultimas décadas, esto ha sido reemplazado por extraccion con solventes para aumentar
el rendimiento de aceite. La extraccidbn mecanica dejaba un remanente de 2-3% de
aceite en la torta de la prensa. La extraccion por solventes es capaz de reducir el
contenido de aceite a menos del 1%. Los ahorros que se obtienen al aumentar este
rendimiento son tales que se justifica el gran capital invertido y los costos de operacion
en una planta de extraccion por este método. Por otro lado, la extraccion mecéanica
inevitablemente se desarrollaba a elevadas temperaturas, con una torta de prensa
resultante no apta para el consumo humano debido al desarrollo de malos sabores. Las
condiciones de temperatura durante la extraccion por solvente son suaves y controlables
de tal manera que es posible mantener la proteina en su estado nativo. Esto abre la
oportunidad a diferentes usos alimentarios. Por lo tanto, aunque la razon para introducir
la extraccion por solventes fue basada en la recuperacion de aceite, también provee la
tecnologia necesaria para la obtencién de la fraccién proteica [38].

En la Figura 1.2 se muestra un esquema general tipico de produccion de aceite de

soja, por extraccién con solvente hexano, y de harina desgrasada de soja.
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Figura 1.2. Esquema general del procesamiento del poroto de soja en una planta de
extraccion de aceite.

Antes del procesamiento del poroto de soja, se realiza una limpieza de la materia
prima. Se elimina todo tipo de sustancias extrafias (tornillos, polvo, restos de ramas,
etc.) que pueden acortar la vida util de los equipos de la planta y/o reducir su eficiencia
preestablecida. Luego, el poroto de soja limpio es quebrado con rodillos corrugados que
giran a diferentes velocidades. De esta manera se libera la cascara del grano que puede
ser posteriormente separada por aspiracion. Durante el laminado, los granos
descascarados y partidos se convierten en finas ldminas o escamas para aumentar la
superficie de contacto y mejorar la interaccion con el solvente. Por otro lado, se rompen
células por aplastamiento para facilitar la extraccion del aceite retenido. Esta etapa se

realiza con rodillos lisos de molino similares a los usados en la manufactura de cereales
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para desayuno. Posteriormente, se realiza el expandido que tiene como objetivo
complementar la ruptura celular por calentamiento a través de la inyeccion de vapor y
asi optimizar el proceso de extraccion. De esta manera, se produce un material muy
poroso, consecuencia de la rapida expansion del vapor contenido en el material luego de
salir de la matriz. La extraccion por solvente se realiza en extractores continuos a
contracorriente.

La recuperacién de solventes es critica para una operacion sustentable.
Primeramente la recuperacién ocurre por destilacién, donde el aceite y el solvente son
separados. Las escamas exhaustas salen del extractor conteniendo una cantidad
considerable de hexano (25-30%) que debe ser recuperado. Esto se lleva a cabo
mediante un desolventizador-tostador donde se produce un calentamiento de la harina
por inyeccion de vapor, produciendo la evaporacion del solvente que se recupera
mediante una serie de condensadores y separadores.

Hasta aqui se han obtenido dos fracciones: aceite crudo (que puede transformarse
en aceite de cocina, lecitina y margarinas) y harina de soja activa desgrasada y
desolventizada. Esta dltima, calentada en forma apropiada para inactivar sus
antinutrientes, puede ser utilizada como ingrediente para la preparacion de cereales, pan,
galletitas, etc. A su vez, también puede utilizarse para la elaboracion de un gran namero

de formulas alimentarias como aislados, concentrados, texturizados o analogos.

1.3. Glicosilacion de proteinas alimentarias

Las proteinas alimentarias son un componente fundamental en la dieta, necesario
para la supervivencia de animales y humanos. Nutricionalmente, proveen una adecuada
cantidad y calidad de aminoacidos [39]. Ademas de su valor nutricional, las proteinas
alimentarias pueden proveer propiedades funcionales Unicas que afectan el
comportamiento durante la preparacion, el procesamiento y el almacenamiento de
determinados alimentos. También contribuyen con la calidad y atributos sensoriales de
los mismos. Estas propiedades funcionales son: solubilidad, capacidad de retencion de
agua, propiedades espumantes, gelificantes, emulsificantes y de union a grasas [40].
Estas propiedades son atribuidas a factores tanto intrinsecos (estructura molecular,
composicién) como extrinsecos (temperatura, pH, presencia de compuestos quimicos).
Cuando estos factores son alterados, las propiedades funcionales de las proteinas
cambian también. En particular, durante el procesamiento de alimentos, las propiedades

funcionales pueden perjudicarse debido a la exposicion a factores extrinsecos.
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La glicosilacion es un método efectivo para mejorar las propiedades funcionales de
proteinas alimentarias en general e incluso puede otorgar nuevas propiedades
funcionales [41]. Existen en la bibliografia varias técnicas que permiten preparar
glicoproteinas sintéticas [42-46].

En particular, los glicoconjugados entre proteinas y polisacaridos utilizando la
reaccion de Maillard han recibido mucha atencién en los ultimos afios. La reaccion de
Maillard, descubierta por primera vez por el quimico francés Louis-Camille Maillard
(1912), es una forma compleja de pardeamiento no enzimatico que resulta de una
reaccion quimica entre un grupo amino libre y un residuo carbonilo (generalmente un
azUcar reductor). Varios factores en la reaccion, como la temperatura, el tiempo, el pH,
la actividad de agua (aw), las propiedades intrinsecas de las proteinas y de los azucares y
la relacion grupo amino:azucar reductor influencian el rendimiento y la produccion de
diferentes productos de la reaccion de Maillard (MRPs) [47]. Como consecuencia, se
modifican las propiedades fisicoquimicas, estructurales y funcionales de las proteinas
alimentarias. Debido a que las condiciones de reaccion son suaves y seguras debido a
gue no se necesitan quimicos extrafios, esta reaccion es superior a otros tipos de
modificaciones quimicas de proteinas alimentarias y posee, por lo tanto, una
prometedora aplicacion en lo que respecta a modificaciones quimicas de proteinas
alimentarias en la industria. Ya ha sido ampliamente documentado que la glicosilacion
via Maillard puede mejorar muchas propiedades funcionales importantes en proteinas
alimentarias, como informaron Oliver y col. (2006) [41].

Existen numerosos casos documentados donde las propiedades funcionales de las
proteinas alimentarias pueden ser enormemente mejoradas a través de la reaccion de
Maillard. La glicosilacion aumenta significativamente la solubilidad proteica [48-52], la
estabilidad térmica [53-57], las propiedades emulsionantes [51, 58-61], las propiedades
espumantes [62-66], la actividad antioxidante [67-69], la actividad antimicrobiana o
bactericida [54, 70-72] y las propiedades texturales [73-75].

Por otro lado, las propiedades fisicoquimicas y estructurales de los glicoconjugados
también se ven afectadas ampliamente [58, 76-78]. Por lo tanto, estudios sobre la
extension de la glicosilacion, el punto isoeléctrico, la hidrofobicidad superficial, el
comportamiento reoldgico, la microestructura y la conformacién espacial de los
glicoconjugados son cruciales para lograr un mayor entendimiento de la relacién

estructura-funcién de estas proteinas glicosiladas.
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1.3.1. Quimica de la reaccion de Maillard

Los MRPs proveen gustos, aromas y colores de gran interés y otorgan estas
caracteristicas a una gran variedad de alimentos. Louis-Camille Maillard descubrié por
primera vez la reaccion en 1912 y el primer esquema de la reaccion de Maillard fue
propuesto en 1953 por Hodge (1953) (Figura 1.3) [79]. En la actualidad, la reaccién de
Maillard puede ser dividida en tres etapas: temprana, avanzada, y final.

Azlcar Compuesto | — | Glicosilamina

aldosa amino — N-sustituida
T

Rearreglos de Amadori

+ H,0O

v

Productos de reordenamientos de Amadori (ARP, 1-amino-1-desoxi-2-cetosa)

pH<7l-3HZO pH>7l pH>7l-2HZO
Base de Schiff de Productos de fision Reductonas
Hidroximetilfurfural (acetol, diacetilo,
(HMF) 0 Furfural piruvaldehido, etc) 9H l T +2H
Dehidroreductonas
+ H0 + aminodcido o-aminodcidos - CO,
|
- aminodcido Degradacion de Strecker
v
aldehidos >
HME o v + aminoacido
furfural > Polimeros libres de N S 4
+ aminoacido
'I Aldiminas «—

Melanoidinas (polimeros pardos de N) |¢——

Figura 1.3. Esquema de la reaccién de Maillard (Liu et al., 2012) [1].

En una etapa temprana, donde las proteinas no sufren importantes alteraciones
estructurales ni hay produccién de color, un grupo carbonilo libre (que procede

normalmente de un azlcar reductor como la glucosa) se condensa con un grupo amino
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libre de un aminoacido, principalmente el e-amino de un residuo de Lys, o también
incluso el a-amino de un residuo aminoacidico terminal, para formar una base de Schiff
con la liberacién de una molécula de agua. La base de Schiff se cicla posteriormente
para formar la glicosilamina N-sustituida correspondiente, la cual es muy inestable y
sufre un reordenamiento irreversible llamado “reordenamiento de Amadori” para formar
el producto de reordenamientos de Amadori (ARP): 1-amino-1-desoxi-2-cetosa, el cual
es el primer producto estable de la reaccidn [80]. Si el azlcar de partida es una cetosa, el
producto final de esta etapa de reordenamiento debe su nombre a Heyns y se obtiene la
correspondiente 2-amino-2-desoxi-1-aldosa (HRP) [81].

En la etapa avanzada, se produce la degradacion del ARP/HRP que conducen a la
formacién de una gran variedad de compuestos intermediarios de reaccion pobremente
caracterizados, muchos de ellos con un aroma y sabor caracteristicos [82]. Dependiendo
del pH del sistema, se pueden distinguir dos mecanismos principales de degradacion. A
pH < 7, se lleva a cabo la 1,2-enolizacion, dando lugar a compuestos 1,2-dicarbonilo,
con la formacion mayoritaria de furfural o hidroximetilfurfural (HMF) cuando se
encuentran involucradas pentosas y hexosas, respectivamente. A pH > 7, se postula que
la degradacion involucra principalmente la 2,3-enolizacion dando lugar a compuestos
2,3-dicarbonilo, donde se generan compuestos reductores como la 4-hidroxi-5-metil-
2,3-dihidro-3-furanona, y una variedad de productos de fisidn, incluidos el acetol y el
piruvaldehido. Todos estos compuestos son altamente reactivos e involucran reacciones
posteriores. Los grupos carbonilos pueden condensarse con grupos aminos libres, lo que
resulta en la incorporacion de nitrogeno en los productos de reaccion. Cuando los
compuestos dicarbonilicos reaccionan con residuos aminoacidicos se da lugar a la
formacion de aldehidos y a-aminocetonas. Esta reaccion es conocida como la
degradacion de Strecker. La formacion de derivados aminoacidicos durante esta etapa
son denominados “productos finales de las etapas avanzadas de la glicosilacion”
(AGEs), los cuales se suelen caracterizar por presentar fluorescencia [41]. Por otro lado,
a pH neutro adn existen controversias sobre cual es la via mayoritaria [83-84].

En la etapa final, ocurren reacciones que involucran varias vias divergentes que
incluyen ciclaciones, deshidrataciones, retroaldolizaciones, enolizaciones, oxidaciones,
fragmentaciones, hidrdlisis &acidas, isomerizaciones, reordenamientos, reacciones de
radicales libres y condensaciones, lo que conduce a la formacion de una gran
multiplicidad de compuestos pobremente caracterizados [82, 84-85]. La mayor parte del

color no se presenta hasta esta etapa, donde se producen las melonoidinas, oligdmeros y
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polimeros nitrogenados de alto peso molecular, altamente coloreados e insolubles en
agua [82, 86].

A pesar de que el trabajo de Hodge fue muy importante y sus descubrimientos
han sido Utiles, aun queda un tema controversial sobre el mecanismo de la reaccion de
Maillard. Primeramente, las estructuras quimicas y el mecanismo de formacion
correspondiente de los productos finales de la glicosilacion avanzada han recibido una
amplia atencion [87-96]. Luego, s6lo han sido elucidadas estructuras parciales de las
melanoidinas debido a su dificil aislamiento y elevada complejidad estructural [82, 97].

1.3.2. Factores que afectan la reaccion de Maillard

Debido a que la glicosilacion de proteinas alimentarias a través de la reaccion de
Maillard presenta como objetivo principal mejorar las propiedades funcionales de las
mismas, es fundamental el control del grado de avance de la reaccion a través de la
seleccion adecuada de los factores que influyen en los cambios fisicoquimicos y
estructurales de los glicoconjugados [1, 78]. Entre estos factores se encuentran:

Naturaleza de los reactantes. En casi todos los casos, los grupos g-amino de los
residuos de lisina (Lys) son la fuente primaria de grupos amino reactivos en las
proteinas alimentarias. Existen otros grupos, como el a-amino de un residuo
aminoacidico N-terminal, el grupo imidazol de los residuos de histidina, el grupo indol
de los residuos de triptéfano, y el grupo guanidinio de la arginina que también
reaccionan, pero en menor medida [80]. Por otro lado, la reactividad de los
carbohidratos que participan en la reaccion también depende en gran parte de sus
propiedades reductoras. Se ha visto que existe una correlacion negativa entre la
reactividad de los azlcares con el peso molecular [98-100]. En el caso de los
monosacaridos, existe una clara influencia de la electronegatividad del grupo carbonilo,
al igual que la presencia de grupos cargados como el fosfato [101].

Concentracién de los reactantes y a,. Si bien la glicosilacién de proteinas
alimentarias puede suceder en condiciones secas y hdmedas, la a, posee un rol
fundamental. En general, al aumentar la a, ocurre un aumento de la reaccion de
Maillard hasta un valor maximo a partir del cual la reaccion de glicosilacion ocurre
lentamente debido a una menor concentracién de proteinas y carbohidratos reductores
(dilucién de los reactantes). Ademas, el agua puede obstaculizar la velocidad de

formacidn inicial y otras etapas de la reaccion en donde el agua es generada como un
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sub-producto. Diversos autores han reportado que la a,, 6ptima se encuentra en el rango
de 0,5-0,8 [1, 47].

Temperatura y tiempo de tratamiento térmico. Tanto el aumento de la
temperatura como el del tiempo de almacenamiento favorecen significativamente las
reacciones de glicosilacion via Maillard por un aumento de la reactividad entre el azicar
reductor y el grupo amino. Esto puede explicarse de manera simple a través de la bien
conocida ecuacion de Arrhenius que explica la dependencia de la temperatura y la
constante de velocidad de reaccion. Este hecho ha sido estudiado incluso por Louis
Maillard y ha sido reportado por diversos autores [84, 102-103].

pH del medio de reaccion. Como se ha visto en la seccion 1.3.1, el pH del medio
de reaccion puede influir sustancialmente en el curso de la reaccion. De acuerdo a
Martins y col. (2001), a pH elevados se favorece la estructura abierta de los azucares
reductores y la desprotonacion de los residuos amino libres, es decir, las formas
reactivas de ambos reactantes. Esto explicaria en principio por qué la reaccion de
Maillard es practicamente inexistente a pH altamente acido (pH < 3) [84]. Por otro lado,
a pH > 10, la reaccion es mas lenta debido, no solo a la baja disponibilidad de los
protones necesarios para los reordenamientos de Amadoriy de Heyns, sino también a la
degradacion quimica que sufren los residuos aminoacidicos [104] .

Relacion de grupos amino:carbonilo. Existen varios estudios que han
demostrado que la reaccion de Maillard no solo se ve favorecida por un exceso de
azucares en el medio, sino también al aumentar la relacion molar del azucar

reductor:aminoécido [105-107].

1.3.3. Glicosilacion de proteinas de soja

Una alternativa al uso directo de los componentes de la soja es aprovecharlos en
la elaboracion de proteinas glicosiladas. Como se ha descripto anteriormente, en los
Gltimos afios se realizaron numerosos estudios que demuestran que la glicosilaciéon de
las proteinas alimentarias produce mejoras en sus propiedades interfaciales, sin
embargo, la mayoria de estos estudios son escasos con proteinas de soja, y menos adn si
la glicosilacion se realiza con los propios carbohidratos del grano. Las harinas de soja
contienen tanto proteinas de reserva como de suero, e hidratos de carbono, componentes
que pueden ser inducidos en condiciones adecuadas a su interaccion para generar

especies con diferentes grados de glicosilacion y de agregacion proteica.
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El proceso habitual usado a nivel industrial para inactivar los factores
antitripticos en las harinas de soja desgrasadas es el calentamiento con vapor de agua a
mas de 100°C, lo cual produce una importante pérdida de solubilidad y dispersibilidad
proteica y un dado grado de glicosilacion proteica. Por otra parte, se ha informado que
la glicosilacion y reacciones de entrecruzamiento, pueden ser efectivas para reducir la
actividad antitriptica de harinas de soja [76].

El presente trabajo propone la obtencién de harinas de soja con proteinas
glicosiladas por distintos tratamientos térmicos de harina de soja, homogeneizadas de
diferente forma. A diferencia de trabajos anteriores [59, 62, 76, 108-110], en la reaccion
de glicosilacién se emplearan los carbohidratos propios de la soja. Los efectos de dicho
pardeamiento no enzimatico sobre las propiedades estructurales y funcionales se
evaluaran por métodos instrumentales (calorimetria diferencial de barrido, DSC y
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier, FTIR, reologia, difraccion laser,
microscopia) y otros usualmente utilizados para evaluar la calidad proteica en harinas de
soja, como la solubilidad proteica en agua destilada e KOH 0,2% /p [111], contenido de

Lys glicosilada [112] y actividad antitriptica y ureasica [113].

1.4. Agregacion y gelacion &cida de proteinas de soja

La gelificacion o gelacion proteica es una de las propiedades funcionales de mayor
relevancia industrial en el Area de la Quimica-Fisica y de la Tecnologia de Alimentos.
Ademas de aplicarse a la formacion de geles sélidos viscoelasticos, se utiliza para
mejorar la absorcion de agua, el espesado, la unidn de particulas (adhesion) y para
estabilizar emulsiones y espumas. Aunque estan bien establecidas las condiciones
practicas para la gelacion de las diversas proteinas, no se logra facilmente su
optimizacion a causa de factores ambientales, tratamientos previos de la proteina,
condiciones de proceso, adicidn de otros polimeros, etc. [114].

Los SPI son buenos agentes gelificantes debido a su capacidad para asociarse entre
si y formar una red tridimensional que se extiende en todo el volumen del sistema. La
organizacion estructural y las interacciones de las moléculas proteicas dentro de la red
determinan la reologia, estabilidad, aspecto y capacidad de retencion de agua del gel.

Estudios realizados en geles de SPI formados a partir de tratamiento térmico
muestran que probablemente las fuerzas moleculares involucradas en la formacion de la
red de gel sean puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas [115]. Pero en los

altimos afios ha cobrado interés la gelacion de proteinas globulares a temperatura
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ambiente, llamada ‘‘gelacion fria”. Esta se compone de dos etapas consecutivas: en la
primera, se forman agregados proteicos por calentamiento de la solucién proteica a pH
lejanos al pl; luego del enfriamiento, los agregados permaneces solubles y pueden ser
almacenados por dias sin cambiar significativamente su tamafio. En la segunda etapa, se
induce la gelacion por adicién de sales o disminucion del pH [116]. Estos geles,
obtenidos a partir de proteinas desnaturalizadas, presentan microestructuras de finas
hebras [114]. Debido a que la gelacion en frio permite que la estructura de gel sea
introducida sin calentamiento del producto final, puede ser una alternativa atractiva de
los ingredientes espesantes corrientemente utilizados [117].

Los SPI pueden formar geles a pH cercanos al pl de las principales proteinas que
los conforman, previa desnaturalizacion térmica de las mismas, proceso base de postres
acidos (semejantes a un yogurt) [118-119]. Cuando el pH disminuye se produce un
aumento de las interacciones proteina-proteina, debido al descenso de la carga neta en el
pl. La diferencia en la velocidad del proceso puede afectar el grado de dureza y
elasticidad del gel formado. Cuando los geles acidos se forman lentamente muestran un
aumento de dureza y una disminucion de la elasticidad, debido probablemente a la
union lenta y continua de las particulas. Sin embargo, mayores velocidades de
acidificacion conducen a geles mas fragiles y con mayor capacidad de retencion de agua
[120].

En sistemas concentrados, el comportamiento viscoelastico de los geles
macromoleculares esta vinculado con la naturaleza y la velocidad de los
reordenamientos configuracionales de las macromoléculas, y con el tipo y nimero de
uniones intermoleculares [121]. Es decir, que las diferentes maneras de promover la
gelificacion proteica afectan la velocidad del proceso de agregacién y, por tanto, las
propiedades fisicas y mecanicas del gel formado, como la textura y la capacidad de
retencion de agua del producto. Esta propiedad funcional puede verse afectada también
por variaciones de las condiciones de proceso, como temperatura, contenido de sales,
combinacion de ingredientes, etc. La optimizacion de técnicas que determinen en forma
precisa los parametros vinculados al proceso de gelacion, contribuira a desarrollar una
mejor calidad comercial de los productos alimenticios a los que se incorpore SPI como
aditivo.

La produccién de geles &cidos optimizados, por lo tanto, requiere de la
desestabilizacion y reorganizacién controlada de las proteinas durante la acidificacion.

La capacidad de retencidn de agua, las propiedades reoldgicas y sensoriales de los geles
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biopoliméricos particulados dependen en forma importante de la estructura
tridimensional de las particulas a escala microestructural, en la regién de 0,1-500 um
[122]. Los datos cuantitativos, tales como el tamafio o la forma de las particulas y/o
poros, pueden ser obtenidos por andlisis de las imagenes obtenidas por técnicas
microscopicas [123]. El establecimiento de la comprension acerca de la distribucion
espacial y las interacciones entre las particulas proteicas requiere la utilizacion de
herramientas analiticas capaces de revelar informacion estructural a diferentes niveles
de detalle [124].

La reduccion del pH de soluciones proteicas puede realizarse rapidamente
(acidificacion directa) o lentamente (uso de cultivos lacticos). Dependiendo de la
concentracion y temperatura, la hidrolisis de la glucono-delta-lactona (GDL) en acido
D-gluconico (GH) puede promover la reduccion lenta del pH [125]. Este procedimiento
es de practica comun en la investigacion de productos lacteos y de hecho también se
aplica en la elaboracion de ciertos productos. Su uso evita algunas de las dificultades
asociadas a la utilizacion de bacterias lacticas, ya que el pH final del sistema es funcion
de la cantidad de GDL adicionada, mientras que las bacterias producen acido hasta que
se auto inhiben o mueren por el bajo pH del medio.

La GDL es un éster ciclico 1,5-intramolecular del GH. En un medio acuoso se
hidroliza hasta una mezcla en equilibrio de GH (55-66 %) y delta- y gamma-lactonas.

Ademas, el GH es un acido debil y se disocia de acuerdo con la reaccion:

ki ko
GDL+H;0 5 GH S G +H* (1.1)
K1

Si bien ambas etapas de reaccién son, basicamente, reacciones de equilibrio,
podemos considerar el primer paso como una degradacién de primer orden de reaccion
a valores de pH superiores a 4,6. Por encima de este pH, la concentracion de GH es tan
baja que la reaccion inversa es insignificante. Ademas, ki, es mucho mayor que Kk.; por

lo tanto, la cinética de hidrdlisis de GDL es considerada de primer orden y escrita como:

[GDL] = [GDL], et (1.2)

donde [GDL]y es la concentracién inicial de GDL.
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Por otro lado, de Kruif y col. (1997), demostraron que:

aln(t ag) — AHhidrc’)lisis (13)
o R
T

donde t,q es el tiempo necesario para que las proteinas agreguen, T es la temperatura
absoluta y AHhigrsiisis €S la variacion de entalpia de reaccién implicada en la hidrdlisis de
la GDL. Por lo tanto, el t,g dependera fuertemente de la cinética de hidrolisis de la GDL,
que a su vez esta vinculada con la T [125].

En este estudio se analizd el efecto de la T sobre los procesos de agregacion y
gelacion de SPI inducidos por la GDL. También se evaluaron las posibles
modificaciones en el proceso de agregacion del SPI debido a la presencia de proteinas
del suero de soja obtenidas por precipitacion con sulfato de amonio (WSP). El objetivo
fue investigar las concentraciones de estas Ultimas que optimicen el proceso de
agregacion de los SPI. Este estudio puede ser de interés para la industria alimentaria
debido a la presencia simultanea de las proteinas de reserva y del suero de soja en

productos integrales como harinas y concentrados.

1.4.1. Geles acidos de harina de soja (simil tofu)

El queso de soja o tofu es parte de la cocina tradicional en el este de Asia y es un
producto vegetariano de consumo masivo en todo el mundo. Durante su tipico proceso
de elaboracion, los porotos de soja son remojados, molidos en agua Yy filtrados para
producir la leche de soja. La leche de soja es luego calentada por encima de los 90°C
durante mas de 10 min. Luego, a través de la adicion de agentes coagulantes, se logra su
gelacion a 80°C. Estos tratamientos térmicos promueven la disociacion,
desnaturalizacion y agregacion de las proteinas de soja, la inhibicidon del crecimiento
microbiano, la reduccion del “flavour de poroto”, y la inactivacion de componentes
indeseables como los inhibidores de tripsina y la lipooxigenasa [126-127]. Sin embargo,
estos procesos de reajuste de T durante la produccion de tofu consumen enormes
cantidades de energia.

Por otro lado, solo el 53% del poroto de soja (en base seca) se convierten en el
producto final, de manera que el resto permanece en un residuo llamado okara. En
promedio, el okara contiene 28,5% de proteina, 9,8% de aceite, 55,5% de fibra dietaria,

2,6% de carbohidratos y 3,6% de cenizas [126, 128]. Ademas de los macronutrientes, la
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fibra dietaria del okara es considerada un macronutriente alimenticio benéfico ya que
posee un efecto positivo en la salud humana [129]. Sin embargo, la corta vida de
estanteria, el “flavour de poroto”, la textura fibrosa, el gusto desabrido y el
pardeamiento durante el procesamiento de secado limita la utilizacién del mismo. Por lo
tanto, en el presente trabajo se propone investigar la posibilidad de utilizar harina
desgrasada de soja, subproducto obtenido a partir de la separacion industrial del aceite
de soja, para la produccion de producto similar al tofu. Por un lado, esta puede ser la
solucion para resolver el problema de la utilizacion de un producto comuinmente
descartado como el okara. Por otro lado, también se lograria mejorar el
aprovechamiento de un mayor porcentaje del poroto de soja de manera tal de reducir los
costos de produccion.

Por otra parte, es de esperar que la conjugacion de los carbohidratos de soja a las
proteinas de soja por reacciones de Maillard promueva cambios en la estructura

proteica, esperandose obtener geles con propiedades diferenciadas [1].

1.4.2. Microestructura de los geles acidos

El efecto del pH en la microestructuracion de los geles ha sido caracterizado por
medio de diferentes técnicas microscopicas [130]. La microscopia éptica convencional
(OCM) tiene la ventaja de tener una preparacion de las muestras mas sencilla, un menor
costo de mantenimiento del equipo y no requerir personal especializado para su
manipulacién en comparacion con otras técnicas microscopicas mas avanzadas como la
microscopia confocal de barrido laser (CLSM) [131].

Por otra parte, Langton y Hermansson (1996) demostraron que el analisis de
imagenes proporciona una herramienta para la caracterizacion de los geles proteicos y la
informacion brindada por este estudio permite comprender como se construye el
entramado del gel y como este entramado se ve afectado por las condiciones de
elaboracion empleadas [132]. El analisis textural de imagenes se ha aplicado en gran
medida en la industria alimentaria para la evaluacion de la calidad e inspeccién del
producto obtenido [133-134].

1.5. Emulsiones alimentarias
Estos sistemas tienen gran importancia en la industria alimentaria ya que estan
presentes en muchos alimentos, tanto naturales (leche y crema) como elaborados

(queso, helado, mayonesa, entre otros). En general, en estas emulsiones la fase dispersa

20



Introduccion

es un aceite 0 una grasa, y la fase acuosa continua contiene generalmente proteinas,
polisacéridos, componentes solubles (como sales minerales, saborizantes, conservantes,

vitaminas, azUcares) y otros surfactantes no proteicos [135].

1.5.1. Definicion y clasificacion de emulsiones

Una emulsion consiste en dos liquidos inmiscibles, generalmente una fase acuosa
y otra lipidica, de manera tal que uno de ellos se encuentra disperso en el otro en forma
de gotas esféricas. Desde el punto de vista fisicoquimico, debido a la falta de estabilidad
termodinamica, es decir, a la tendencia de separacion espontanea de sus fases, las
emulsiones se clasifican como dispersiones coloidales li6fobas. La sustancia que forma
las gotas es denominada fase dispersa, discontinua o interna, mientras que la sustancia
que rodea a las gotas es llamada fase dispersante, continua, o externa. Por otra parte, las
emulsiones pueden clasificarse de acuerdo a la distribucion espacial de las fases, en
emulsiones O/W o W/O. Si el sistema consiste en gotas de fase lipidica dispersa en una
fase acuosa, la emulsion se llama aceite en agua y se simboliza como O/W (por sus
siglas en inglés). Ejemplos de este tipo de emulsiones son las mayonesas, los aderezos y
las sopas. Por el contrario, en las emulsiones agua en aceite o0 W/O (por sus siglas en
inglés), es la fase acuosa la que se encuentra dispersa en la fase lipidica. Ejemplos de

emulsiones W/O son la margarina y la manteca [136].

1.5.2. Formacion de las emulsiones

Debido a que la formacion de una emulsion no es un proceso espontaneo, es
necesario utilizar energia mecanica para poder hacerlo. El proceso de convertir dos
liguidos inmiscibles en una emulsion se denomina homogeneizacion, mientras que el
dispositivo disefiado para llevarlo a cabo recibe el nombre de homogeneizador, el cual
suministra la energia mecanica necesaria. Ademas, para incrementar la estabilidad en el
tiempo de una emulsion, se suelen adicionar sustancias llamadas agentes emulsificantes.

Durante la formacion de las gotas a partir de la interfase entre dos liquidos, el
area interfacial aumenta considerablemente (AA), de manera que la energia libre
interfacial (AGinwerr) del sistema se incrementa en una cantidad yxAA, donde vy es la
tension interfacial. Sin embargo la formacion de gotas no es el Gnico proceso gue tiene
lugar durante la preparacion de una emulsion. Se pueden distinguir tres procesos

criticos: formacién y ruptura de las gotas, adsorcion del agente emulsificante en la
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interfase (si lo hubiere) y asociacion de gotas para formar una gota de mayor tamafio
(coalescencia).

Durante el proceso de homogeneizacidn, la interfase entre las dos fases liquidas
inmiscibles se deforma en tal extensién que comienzan a producirse gotas, en su
mayoria de tamafio muy grande. Estas gotas deben deformarse y romperse para formar
gotas de menor tamafio, por fuerzas de ruptura. Las gotas de un liquido en otro que es
inmiscible, tienden a adoptar una forma esférica para minimizar la energia libre
interfacial.

La fuerza interfacial responsable de la forma esférica esta dada por la ecuacién de
Laplace:

AP, = (1.4)

donde AP, es la diferencia de presion entre el interior y el exterior de la gota, y es la
tension interfacial y D es el diametro de la gota. Las fuerzas interfaciales ejercen una
presion hacia el interior, que es mayor cuanto menor es el diametro de las gotas y mayor
la tension interfacial [136].

Durante la formacion de una emulsion, el agente emulsificante debe adsorberse
en la interfase, disminuyendo la y. Este proceso disminuye AP (ecuacién 1.4), lo cual
facilita la deformacion y, en consecuencia, la ruptura y formacioén de gotas de menor
tamafio. Ademas, la formacion de un film interfacial desfavorece la coalescencia de las
gotas recién formadas. Estos dos ultimos procesos que involucran al agente
emulsificante son fundamentales en el tamafio obtenido de las gotas formadas durante la
homogeneizacion. El transporte de las moléculas de un agente surfactante (agente que
disminuye vy) hacia la interfase durante el proceso de homogeneizacion no esta
determinada por difusion sino por conveccion [137]. Por lo tanto, es sumamente
importante que el agente emulsificante recubra la interfase creada en una escala de
tiempo similar a la del proceso de homogeneizacion. En caso de que la adsorcién sea
muy lenta en comparacion con la capacidad del homogeneizador de generar area
interfacial, se produce el proceso de coalescencia de las gotas recién formadas. Esto

determina que el proceso de formacion de la emulsion no sea eficiente [138].
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1.5.3. Estabilidad de las emulsiones

Al considerar la estabilidad de una emulsion, es importante distinguir entre la
estabilidad termodinamica y la estabilidad cinética. La termodindmica trata sobre la
posibilidad de que un proceso pueda ocurrir 0 no de manera espontanea; en cambio la
cinética se refiere a la velocidad con la que dicho proceso tiene lugar. Como se
mencionara previamente, AGinert = YXAA Y, por consiguiente, la formacion de una
emulsion es un proceso termodinamicamente desfavorable debido al incremento de area
interfacial después del proceso de homogeneizacién (AA > 0). Sin embargo, se puede
lograr que una emulsién termodinamicamente inestable pueda existir en un estado
metaestable y ser cinéticamente estable.

La estabilidad cinética de las emulsiones se atribuye a la naturaleza dindmica de
estos sistemas bifasicos. Las gotas de una emulsion, lejos de permanecer estaticas estan
en continuo movimiento y colisionan unas con otras debido al movimiento browniano,
la gravedad o fuerzas externas aplicadas. Si las gotas se alejan o se fusionan después de
una colision depende de la naturaleza de las interacciones coloidales entre ellas. Por lo
tanto la estabilidad cinética de las emulsiones estd determinada por la dinamica y las
interacciones de las gotas que contienen [135].

En el caso de que las emulsiones estén estabilizadas por proteinas, en base a las
caracteristicas estructurales de estas macromoléculas, las interacciones electrostaticas
son muy importantes lejos del punto isoeléctrico (carga neta elevada) y se hacen
despreciables cerca de este, en el cual se intensifican las interacciones de caracter
hidrofobico [136].

1.5.4. Mecanismos de desestabilizacion de emulsiones

La estabilidad de una emulsion es la capacidad que posee la misma en mantener
sus propiedades en el tiempo. Desde el momento que se forma una emulsion,
inmediatamente después de la homogeneizacion (y a veces durante), comienza el
proceso de desestabilizacion, el cual tiende a disminuir el area interfacial y llegar al
estado termodindmico mas estable, es decir, las fases separadas. En el caso particular de
las emulsiones alimentarias, los cambios producidos por la desestabilizacion deben
controlarse para que las caracteristicas de la emulsion se mantengan dentro de un rango
de valores estrechos, fuera del cual ya no seria posible su utilizacién o comercializacion.
La pérdida de estas propiedades puede deberse a fendmenos fisicos (cambios en el
tamafio y/o distribucion espacial de las gotas) y/o quimicos (oxidacion, lipélisis, etc).
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Los procesos de desestabilizacion fisica pueden ocurrir por diferentes

mecanismos Yy se resumen en el esquema de la Figura 1.5.
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Figura 1.5. Mecanismos fisicos principales a través de los cuales se pueden desestabilizar
las emulsiones: cremado (A), sedimentacidon (B), floculacién (C), coalescencia (D) e
inversién de fases (E).

El cremado y la sedimentacidn son dos procesos de desestabilizacion fisica que se
fundamentan en la separacion gravitacional. Durante el cremado se produce un
movimiento de las gotas hacia la parte superior debido al hecho que la fase dispersa
presenta una densidad menor que la fase dispersante, mientras que durante la
sedimentacién se produce un movimiento de las gotas hacia abajo debido a que las
mismas poseen una densidad mayor que el medio circundante (Figura 1.5 A y B,
respectivamente). En general (aunque no de manera exclusiva) el cremado es mas

comun en emulsiones O/W y la sedimentacion, en emulsiones W/O. Durante el proceso
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de cremado se forma una fase inferior o suero, la cual esta empobrecida en gotas y una
fase superior enriquecida en gotas, la fase crema.

La floculacion y la coalescencia son dos tipos de mecanismos que involucran la
asociacion de las gotas (Figuras 1.5 C y D, respectivamente). La diferencia reside en
que durante la floculacion, dos o méas gotas se asocian para formar un agregado en
donde cada una de ellas mantiene su integridad individual, mientras que durante la
coalescencia esas gotas asociadas se unen para conformar una gota de mayor tamafio y,
por lo tanto, implica la ruptura del film interfacial. Incluso, una coalescencia extensiva
puede conducir eventualmente a la formacion de una capa de aceite en la parte superior

de la muestra, proceso conocido como oiling-off (Figura 1.6).

—

Figura 1.6. Representacion grafica del proceso de desestabilizacion por coalescencia
seguida por oiling-off.
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La inversidn de fases es el proceso donde el cual una emulsion O/W es convertida
en una emulsion W/O y viceversa debido a alteraciones en la composicion o en las
condiciones a la que se somete una emulsion, como cambios de T, agitacion mecanica,
tipo de emulsificante, etc. Este mecanismo de desestabilizacién es muy importante en la
manufactura de algunos productos alimenticios, como la margarina y la manteca. La
base de este fendmeno es muy compleja y se cree que involucra aspectos fisicoquimicos
de floculacion, coalescencia, coalescencia parcial (cuando las gotas son semicristalinas)
y formacién de emulsiones [135].

Es importante destacar que los mecanismos de desestabilizacion mencionados no
ocurren de manera separada o aislada. Una emulsion puede desestabilizarse

simultdneamente por distintos mecanismos, dependiendo de la viscosidad de la fase
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continua, el tipo de agente emulsificante empleado y su concentracion inicial en la fase
acuosa (u oleosa), la proporcion utilizada de fase dispersa y dispersante, la adicion de
otros componentes (sales, azlcares), el pH y la aplicacién de distintos tratamientos,
como ser trabajo mecanico, ciclos de calentamiento o congelacion [136].

1.5.5. Agentes emulsificantes

De acuerdo a la seccion 1.5.2, un buen agente emulsificante debe tener la
capacidad de adsorberse rapidamente en la interfase aceite/agua y prevenir la
coalescencia durante el proceso de homogeneizacién y disminuir la tension interfacial
de manera significativa. Ademas, es esperable que la membrana interfacial formada
prevenga la asociacion posterior de las gotas (floculacion y/o coalescencia) para evitar
la desestabilizacion de la emulsion durante el transporte, almacenamiento y utilizacion
final del producto.

En general, los agentes emulsificantes son moleculas de caracter anfifilico que se
adsorben en la interfase aceite/agua durante la preparacion de una emulsion. Estas
moléculas tienen la particularidad de tener regiones polares que se orientan
preferentemente hacia la fase acuosa y regiones no polares que interaccionan
favorablemente con la fase lipidica. En una emulsion (tanto O/W como W/O), el
contacto directo entre las moléculas de aceite y de agua son reemplazados por contactos
entre las regiones no polares del agente emulsificante y la fase oleosa y entre las
regiones polares y la fase acuosa. Estas interacciones son mas favorables desde el punto
de vista termodinamico, dando como resultado una acumulacién del agente
emulsificante en la interfase, disminuyendo el contacto entre las moléculas de aceite y
agua, y, por ende, produciéndose un descenso de y entre ambas fases.

Los agentes emulsificantes mas empleados en la industria alimentaria son los
agentes surfactantes de bajo peso molecular, como los monoglicéridos, los
monoglicéridos esterificados con acidos organicos y las lecitinas, y los biopolimeros
anfifilicos como las proteinas y algunos polisacaridos.

Los agentes surfactantes presentan una estructura general R-X, donde R es
siempre una cadena lateral de acidos grasos (“cola hidrofobica™) y X es un grupo de
caracter hidrofilico (“cabeza polar o hidrofilica”). Las cadenas laterales de acidos grasos
pueden ser saturadas o insaturadas, lineales o ramificadas y alifaticas o aromaticas, e

interaccionan con la fase oleosa durante la formacion de la emulsion. La naturaleza de
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los grupos polares también es muy variada: los grupos pueden ser no i6nicos, anionicos,
cationicos o ibnicos mixtos.

Los biopolimeros anfifilicos, por otro lado, presentan actividad interfacial debido
a que poseen porciones hidrofilicas e hidrofébicas. Mientras las proteinas, en general,
poseen residuos aminoacidicos polares o cargados y residuos aminoacidicos apolares o
no cargados, algunos polisacéridos pueden presentar, por ejemplo, cadenas laterales
apolares en un esqueleto polar. Ademas, las membranas interfaciales formadas pueden
prevenir la asociacion de las gotas a través de diferentes mecanismos que pueden ser del
tipo estérico, electrostatico y de exclusidn preferencial de solvente.

Es de destacar que la velocidad de adsorcion del biopolimero, la conformacién
adoptada y las propiedades fisicoquimicas de la membrana formada en la interfase
depende de la estructura molecular y sus interacciones. Por lo tanto, para que una
proteina pueda ser un buen agente emulsificante se requiere, ademas de su caracter
anfifilico, una elevada solubilidad proteica y una alta flexibilidad estructural, debido a
que esto asegura un rapido cambio conformacional en la interfase agua/aceite durante el
proceso de homogeneizacion [135].

Algunos de estos biopolimeros funcionales son componentes integrales de
ingredientes utilizados en la manufactura de los alimentos (leche, huevo, harina)
mientras que otros han sido aislados y posiblemente modificados de su fuente para ser
vendidos como ingredientes especiales (aislados 0 concentrados proteicos e
hidrocoloides) [136].

1.5.5.1. Las proteinas como agentes emulsificantes

A pH lejanos del pl, las membranas interfaciales formadas por las proteinas son
comunmente delgadas y presentan carga eléctrica neta. Esta ultima caracteristica es la
que previene, en mayor medida, la asociacion de las gotas a través de la repulsion
electrostatica [135]. En consecuencia, la estabilizacién proteica es particularmente
sensible al pH y a la fuerza ionica del medio, de manera tal que la emulsién tendera a la
floculacién a pH cercanos al pl de las proteinas adsorbidas y a fuerza i6nica elevada.

Si bien existen numerosos trabajos donde se demuestran las propiedades
emulsificantes de las proteinas de soja, estos se basan sélo en fracciones purificadas o

parcialmente purificadas de las mismas [9-10, 139-141].
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1.5.5.2. Los polisacaridos como agentes emulsificantes

Aunque en la seccion 1.5.5 se menciond la existencia de polisacaridos
anfifilicos con actividad superficial, la mayoria los polisacéaridos hidrosolubles estan
formados por unidades monomeéricas que tienen afinidad casi exclusivamente por la fase
acuosa de manera que no tienen tendencia a adsorberse en la interfase agua/aceite.
Ademas, la capacidad de adsorcion interfacial esta también limitada por restricciones
estructurales como la capacidad de rotacion por medio de los enlaces glicosidicos [142].
Sin embargo, en emulsiones O/W, estos polisacéaridos pueden aumentar la estabilidad de
una emulsion debido a un incremento en la viscosidad de la fase continua, lo cual
dificulta la movilidad de las gotas [136, 143].

Por otro lado, existen algunos estudios que han demostrado que varios tipos de
polisacaridos han sido capaces de reducir la tension interfacial de la interfase
aceite/agua de manera tal de formar emulsiones estables, entre ellos los
galactomananos, las pectinas y el quitosano [37, 144]. Sin embargo, aln existe debate
sobre el origen de su actividad superficial. Por ejemplo, se cree que puede ser debido a
regiones apolares propias del polisacarido o a la presencia de contaminantes proteicos
(libres o asociados al polisacarido). Incluso se pone en duda si la habilidad de estabilizar
emulsiones proviene principalmente de su actividad interfacial o solo de la propiedad de
incrementar la viscosidad de la fase acuosa [135]. De hecho, y tal como se ha
mencionado en la seccion 1.2.2, para el caso de polisacaridos de soja, se han publicado
algunos trabajos donde se propone que es la asociacion a proteinas la responsable de las

propiedades emulsionantes [36-37].

1.5.5.3. Combinacion proteina-polisacarido como agente emulsificante

Mientras que las proteinas tienden a ser mejores que los polisacaridos para la
produccién de gotas de menor tamafio durante la homogeneizacion, los polisacaridos
tienden a ser superiores a las proteinas para estabilizar emulsiones en condiciones mas
adversas de pH, fuerza idnica y/o T. Por lo tanto, es esperable que la combinacion de
ambos biopolimeros sea altamente provechosa en la estabilizacion de emulsiones
alimentarias.

Las proteinas y los polisacaridos se pueden combinar de manera individual
como mezclas, o también pueden ser utilizados como complejos proteina-polisacaridos
a través de su unidn por interacciones fisicas o covalentes. Ejemplo de estas Ultimas es
la reaccion de Maillard [136, 145].
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Elaborar nuevos ingredientes funcionales compuestos por proteinas de reserva y/o
de suero de soja con distintos grados de agregacion y glicosilacion, empleando los
propios carbohidratos presentes en las materias primas de partida, con vistas a ser

empleados en alimentos con acidez y contenido salino variable.

Obijetivos Especificos:
e Evaluar la agregacion y gelacion acidas de aislados proteicos de soja.
e Obtener harinas de soja con proteinas glicosiladas con los hidratos de carbono
intrinsecos.
e Valorar el grado de glicosilacion, desnaturalizacion y agregacion proteica y la
actividad antitriptica y ureasica de las muestras glicosiladas.
e Evaluar las propiedades funcionales de las muestras glicosiladas: solubilidad,

gelacion acida y poder emulsificante.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales y preparacion de soluciones
2.1.1. Soluciones de SPI

El SPI se prepard siguiendo los procedimientos detallados por Sorgentini y
Wagner (1999), a partir de harina de soja desgrasada (Solae Latin America, San Pablo,
Brasil), sin tratamiento térmico y desolventizada en condiciones suaves (90,7 = 0,2 %
Pls, Nx6,25) [13]. Las soluciones de SPI se prepararon por disolucién del mismo en
agua destilada a una concentracion proteica (%Prot) de 0,25% "/p, 0,5% "/p, 0,625% F/p
y 1 % F/p para ensayos de agregacion y 3% "/p para ensayos reoldgicos. Luego fueron
sometidas a tratamiento térmico a 100°C durante 5 min en bafio termostatico para lograr
la desnaturalizacion proteica. A continuacion, se enfriaron rapidamente en bafio de
agua-hielo para evitar precipitacion y por ultimo se permitio que la muestra alcance

nuevamente la T ambiente.

2.1.2. Soluciones de mezclas SPI/WSP

Los WSP se prepararon siguiendo procedimientos experimentales descriptos en
trabajos previos [13, 146]. El sobrenadante de la precipitacion isoeléctrica (pH 4,5) de
las proteinas de SPI se ajustd a pH 8 y se centrifugo (12.400xg, 15 min, 20°C), para
obtener un sobrenadante clarificado, al cual se adiciond sulfato de amonio hasta
alcanzar un 90% de saturacion. El precipitado resultante de los WSP se separG por
centrifugacion (12.400xg, 15 min, 20°C), se lavé con agua destilada, se dializé contra
agua destilada durante 24 h y finalmente se liofilizd. EI contenido de proteina bruta fue
de (99,0 + 0,5)% "/p (Nx6,25).

Las soluciones de las mezclas SPI/WSP se prepararon pesando SPI y WSP de
manera de lograr una %Prot final, por disolucion en agua destilada, de 0,5% F/p y 3% "/p
para ensayos de agregacion y reologicos respectivamente. Luego fueron sometidas a
tratamiento térmico a 100°C durante 5 min en bafio termostatico y, a continuacion, se
enfriaron rapidamente en bafio de agua-hielo para evitar la precipitacion. Por Gltimo, se
permiti6 que las muestras alcancen nuevamente la T ambiente. Se ensayaron 3
relaciones proteicas SPI/WSP (%°/p/%"/p): 3:1, 1:1 y 1:3 (0,375/0,125, 0,25/0,25,
0,125/0,375 y 2,25/0,75, 2,5/2,5, 0,75/2,25 para mezclas de 0,5% /p y 3% F/p de

contenido proteico total respectivamente).
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2.1.3. Preparacion de muestras de harinas glicosiladas
2.1.3.1. Preparacion de dispersiones acuosas de harina de soja

La harina de soja desgrasada desolventizada en condiciones suaves (F) fue
obtenida a partir del pellet desgrasado por molienda utilizando un molino a cuchilla
(Chincan modelo FW100, China) y posterior tamizado (tamiz N° 20, IRAM 1501/76-
ASTM-E-11-81, 500 um de poro).

La harina se dispersd posteriormente en agua destilada (10% F/p de sélidos
totales) por agitacion magnética durante 3 h, para asegurar la completa dispersion e
hidratacion (dispersion “M”). Una parte de ella se homogeneizd6 empleando un
dispositivo de alta velocidad rotor/estator Ultraturrax T-25 (IKA-Labortechnik, Staufen,
Alemania) a 20.000 rpm durante 1 min (dispersiéon “U”). La otra parte, ademds de la
homogeneizacion con el equipo Ultraturrax, se sometid6 a tres ciclos de
homogeneizacion utilizando un homogeneizador a valvula de alta presion (Panda 2K,
GEA Niro Soavi; Parma, Italia), obteniendo la dispersion “V”. La presion empleada fue

1.000 bar en la valvula principal y 100 bar en la secundaria.

2.1.3.2. Tratamientos térmicos

A las dispersiones M, U y V se las sometié a diferentes tratamientos térmicos
en estufa. En total se obtuvieron 20 muestras las cuales se nombran de acuerdo a las
caracteristicas del tratamiento (Tabla 2.1). La letra “c” (humedad relativa (HR)
controlada) indica que el tratamiento térmico a presion atmosférica fue realizado en un
desecador con una solucion saturada de KBr (HR 79% a 60°C). La letra “c” se omite
cuando el tratamiento térmico fue realizado sin control de la HR. Luego de un guion, los
primeros nameros indican la temperatura (°C) a la cual se realizo el tratamiento. Por
altimo, posterior a una barra se indica el tiempo de almacenamiento (h) en estufa.

Cuando fue necesario, las muestras obtenidas luego del tratamiento térmico
fueron molidas antes de los ensayos de caracterizacion. Como control se utilizé la

harina de soja desgrasada y activa sin ningan tratamiento previo (F).
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Tabla 2.1. Tratamientos térmicos de la harina de soja y nomenclatura utilizada para las
muestras glicosiladas.

T (°C) | 79% HR | tiempo (h) | Nomenclatura

Dispersion 10% */p - 14 M-60/14
Agitacion magnética (M) + 24 Mec-60/24
48 Mc-60/48

12 U-60/12

14 U-60/14

) 24 U-60/24

Dispersion 10% "/p 48 U-60/48
Ultraturrax (U) 12 Uc-60/12
N 14 Uc-60/14

60 24 Uc-60/24

48 Uc-60/48

- 14 V-60/14

N 24 Vc-60/24

48 Vc-60/48

Dispersion 10% */p 12 F-60/12
Valvula (V) ] 24 F-60/24
48 F-60/48

12 Fc-60/12

+ 24 Fc-60/24

48 Fc-60/48

2.1.4. Preparacion de dispersiones de harinas glicosiladas para la evaluacion de la
gelacion &cida

Para los ensayos reoldgicos y microestructurales de geles acidos de las muestras
seleccionadas se prepararon dispersiones acuosas al 3% "/p de proteina bruta. Luego de
su agitacion magnética durante 30 min, las mismas fueron sometidas a
desnaturalizacion proteica a través de tratamiento térmico a 100°C durante 5 min en
bafio termostatico. A continuacion, se enfriaron rapidamente en bafio de agua-hielo para
evitar precipitacion proteica y, por ultimo, se permitié que alcancen nuevamente la

temperatura (T) ambiente.

2.1.5. Soluciones para la evaluacion de proteina soluble en las muestras glicosiladas
Se prepararon dispersiones (1 mg/mL) de cada una de las muestras de harina
glicosilada obtenidas. Se pes6 una masa aproximada de 10 mg (exactamente conocida

para cada caso) y se mantuvo bajo agitacion magnética durante 1 h con 10 g de agua
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destilada. Luego se centrifugd a 10.500xg durante 20 min a 20°C y se reservo el

sobrenadante para determinar la concentracion proteica.

2.1.6. Soluciones para la determinacion de Lys glicosilada (LG)

Se pesaron 20-30 mg de cada muestra y se adiciond buffer NasPO4 10 mM pH 7
con dodecil sulfato de sodio (SDS) 1% /v hasta alcanzar 20 g totales, sellando
posteriormente con film. Se realizd un tratamiento térmico en bafio en ebullicion durante
30 min, con posterior enfriamiento en bafio de agua/hielo. Las pérdidas de agua por
evaporacion se compensaron agregando agua destilada hasta llegar a la masa inicial.
Luego se centrifugd a baja velocidad (15 min a 200xg) y el sobrenadante se utilizé para

la determinacion de Lys reactiva.

2.1.7. Preparacion de extractos para la determinacion de actividad antitriptica (AA)

Para determinar la actividad inhibidora de tripsina, se utilizo el método basado en
la hidrolisis enzimatica del sustrato sintético N-benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPA)
propuesto por Kakade y col (1969) y modificado por Liu y Markakis (1989) [147-148].
Para ello, se prepararon dispersiones 1% "/y de cada muestra en agua destilada por
agitacion magnética durante 30 min. Estas dispersiones se mezclaron en una relacion
1:1 (V:V) con el buffer de ensayo (buffer 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol
(Tris) 50 mM, CaCl, 10 mM) y se agitd vigorosamente antes de filtrar con papel
Whatman No. 2. Por ultimo, el filtrado se diluy6 en agua, acorde a lo propuesto por Liu

y Markakis, hasta que 1 mL present6 30-70% inhibicion de tripsina [148].

2.1.8. Preparacion de muestras proteicas para microscopia confocal

Para el analisis de las dispersiones acuosas por microscopia confocal se adiciond
una pequefia alicuota de una solucién de Rodamina B 2.10"% P/, a 200 pL de las
dispersiones preparadas de acuerdo a las secciones 2.1.2 y 2.1.4 de manera tal de
obtener una relacion Proteina/Rodamina de 600mg/lmg. Para el andlisis
microestructural de los geles acidos se respetd la misma relaciébn de colorante
fluorescente/proteina adicionando Rodamina B a un volumen de muestra de 500 pL

antes de la adicion de GDL.
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2.1.9. Soluciones para electroforesis

Se prepararon soluciones acuosas stock de acrilamida conteniendo 30% "/, de
acrilamida y 0,8% P/ de N,N’—metilénbisacrilamida (bisacrilamida), de buffers Tris-
HCI 1,5 M pH 8,8y 0,5 M pH 6,8, de buffer de corrida con Tris 0,025M, glicina 0,192
M, SDS 10% "/, y pH 8,3, de colorante conteniendo 0,1% F/y de azul brillante de
Coomassie R250, de 45% Y/, de metanol, de 10% /v de 4cido acético y de 0,5 % F/y de
Azul de Bromofenol.

Se prepararon dispersiones acuosas al 0,1% "/p de las muestras de harinas
glicosiladas por agitacion magnetica durante 30 min. En algunos casos, se centrifugaron
las dispersiones a 10.500xg durante 20 min a 20°C para eliminar fibra y/o agregados
proteicos insolubles. Estas diluciones se mezclaron en relacion 1:1 con un buffer
conteniendo Tris-HCI 0,5M pH 6,8, glicerol 25% /iy, SDS 2% "/ y azul brillante
Coomassie 0,01% F/v. En algunos casos se les adicioné B-mercaptoetanol como agente
reductor al 5% V/v, colocando las muestras en bafio Maria por 4 min.

Se prepar6 un marcador de pesos moleculares (MW) con 0,05% F/y de cada una
de las siguientes proteinas (0,25% F/v de proteina total): albmina sérica porcina
(Sigma) de ~80 kDa, albumina sérica bovina (Sigma) de ~66 kDa, tripsina tipo Il de
pancreas porcino (Sigma-Aldrich) de ~25 kDa, pepsina porcina (Sigma) de ~35 kDa y
B-lactoglobulina bovina (Sigma) de ~18 kDa.

2.1.10. Preparacion de emulsiones O/W
2.1.10.1. Preparacion y caracterizacion de las dispersiones acuosas de harinas

Se prepararon dispersiones de las muestras de harinas glicosiladas y sin
glicosilar al 5% "/p en buffer NasPO, 10 mM pH 7,0 y en buffer citrato de sodio 10 mM
pH 3,5 por agitacion magnética durante 2 h, para asegurar completa dispersion e
hidratacién. Las mismas se homogeneizaron a 20.000 rpm durante 1 min empleando el
homogeneizador de alta velocidad rotor/estator y posteriormente se recircularon tres
veces por el homogeneizador a valvula de alta presién. La presion en la valvula
principal fue de 1.000 bar.

Se separaron alicuotas de 2 mL de cada una de estas dispersiones y se
centrifugaron a 10.000xg durante 30 min a T ambiente. Los sobrenadantes se
almacenaron para ensayos de solubilidad proteica (seccion 2.1.5). Por otro lado, se

reservaron alicuotas de 10 mL para analisis de tamafio de particulas por difraccion laser,
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utilizando indices de refraccion de 1,33 y 1,52 para el dispersante y las particulas,

respectivamente.

2.1.10.2. Preparacion y almacenamiento de las emulsiones

Las emulsiones O/W se prepararon por homogeneizacion a 24.000 rpm
durante 1 min empleando el dispositivo Ultraturrax T-25. Como fase dispersa se emple6
aceite de girasol refinado, utilizando 50 g cada 150 g de dispersion acuosa de manera tal
de lograr una fraccién masica de la fase dispersa de 0,25. Ademas, se realizaron
emulsiones en las mismas condiciones antes mencionadas, pero empleando dispersiones
acuosas que no fueron sometidas a la etapa de homogeneizacion a alta presion (seccion
2.1.10.1).

Las emulsiones se almacenaron en tubos graduados de vidrio y en condiciones

estacionarias durante 24 h a T ambiente.

2.1.11. Reactivos quimicos utilizados

Las drogas utilizadas en este trabajo fueron, en la mayoria de los casos, de
calidad pro-analisis. Las mas utilizadas fueron: GDL (Sigma-Aldrich, USA); tartrato de
Nay K, Na,CO3, KOH, NaOH, SDS, NazPO,, Rodamina B, CuSQ, (Cicarelli); reactivo
de Folin Ciocalteau (Merck); buffer para calibracion de pHmetros pH 4 y 7 (Cicarelli).
En general, se prepararon soluciones stock de cada una de las drogas y, cuando fue

necesario, se las valord antes de utilizarlas.

2.2. Equipos utilizados

Medidas espectroscopicas. Las medidas espectrofotométricas en el espectro
ultravioleta (UV) vy visible (V) se realizaron en un espectrofotometro Spekol 1200
(Analytik Jena AG, Jena, Alemania) con portacubetas termostatizable y arreglo de
diodos, que permite realizar cada espectro en muy corto tiempo (15-30 s), lo que lo hace
ideal para estudios cinéticos.

Para los ensayos de agregacion, las condiciones de trabajo fueron seleccionadas
mediante un estudio previo. Se obtuvieron espectros de absorcion y lecturas de
absorbancia (A) a una longitud de onda (A) fija y curvas cinéticas a A variable en un
rango de 450 a 650nm. En este rango, no se produce absorcion por parte de los
cromoforos proteicos y no hay necesidad de corregir dichas mediciones por el efecto de

la luz dispersada a pequefios angulos debido a que las particulas estudiadas son
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comparables en tamafio con la A, lo que implica diferencias minimas entre las medidas
de transmitancia y A [149].

Las medidas de espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
se realizaron en un equipo Shimatzu AA-6650 (Shimatzu Co., Duisburg, Alemania) en
un rango de 650 a 4.000 cm™. Se probaron dos adaptadores de para muestras diferentes:
HATR FLAT para dispersiones y GladiATR para muestras sélidas.

Medidas potenciométricas. Las medidas de pH se realizaron utilizando un pH-
metro digital Orion, equipado con un electrodo de membrana de vidrio selectivo a
protones combinado con un electrodo de referencia de calomel saturado.

Medidas reoldgicas. Las determinaciones de los médulos de elasticidad (G’), de
almacenamiento (G’’) y tand (G”/G’) se efectuaron en un redmetro de tension
controlada AR-G2 (TA Instruments, Estados Unidos).

Medidas de calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los ensayos de DSC se
realizaron con un equipo MDSC Q200 (TA Instruments, Estados Unidos) sobre
dispersiones 30% /p de las muestras en NaCl 1 M. Se utilizaron cépsulas herméticas
estandar con 10-15 mg de dispersion, se calentaron a 5 °C/min desde 20 a 120°C con
una modulacion de + 0,50°C cada 50 s. Como referencia se uso una capsula vacia.

Microscopia. Para la observacion de la microestructura de los geles se utilizd un
microscopio optico invertido (Union Optical, Tokio, Japon) al cual se le acoplé una
camara fotografica digital Canon Power Shot A640 (Canon Inc., Malasia).

La microestructura de las emulsiones se analizO por microscopia Optica de
contraste de fase con una camara digital adaptada Canon Power Shot A570 (Canon Inc.
Malasia).

Para el analisis de los geles por Microscopia confocal de barrido laser (CSLM) se
utiliz6 un Microscopio Nikon C-1 Plus (Tokio, Japon). Las iméagenes digitales
adquiridas fueron almacenadas con el programa EZ-C1 desarrollado por Nikon.

Medidas de distribucion de tamafio de particula. La distribucién de tamafio de
particula se analiz6 por difraccion laser usando un analizador Malvern Mastersizer
2000E (TA Instruments, Estados Unidos) asociado a una unidad de dispersion por via
himeda (Hydro2000 MU).

Equipos de apoyo. Se utilizaron bafios termostatizados, bafios de circulacion de
agua, agitadores magnéticos Jonomex y Hanna HI 190 M, equipo para electroforesis
Mini-PROTEAN 3 Cell (BIO-RAD Laboratories, California, Estados Unidos),
rectificador y fuente de poder estabilizada Chemar S.A.C.1.F. CHF 1.4., ultracentrifuga
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refrigerada Sigma 3-18K, crondmetros digitales y micropipetas Oxford, BOECO 921,
V3-series (High Tech. Lab.), Paralwall y Wheaton 851303.

2.3. Métodos
2.3.1. Evaluacion del proceso de agregacion acida mediante turbidimetria

Los posibles cambios de tamafio y/o grado de compactacion de las particulas
fueron estudiados basandose en la dependencia de la turbidez (t) con la A en el rango de
450-650 nm, en el cual no hay absorcion de los grupos croméforos de la proteina.

La relacion entre el tamafio de una particula y su habilidad para dispersar la luz
es compleja y sélo se conoce para particulas de forma simple [150]. Para particulas
esféricas monodispersas de peso molecular M, concentracion ¢ y con indice de
refraccion cercano al del solvente, la t esta dada por:

on ?
32n2n§(1J
oc

(2.1)
3N,

t=HcMQ siendo H=
donde ny y n; son los indices de refraccion del solvente puro y la solucién
respectivamente, Na es el nimero de Avogadro, on;/oc es el incremento especifico del
indice de refraccion y la funcion de disipacion Q resulta de las interferencias internas de
la luz dispersada por las particulas a todos los angulos 6 y se incorpora a la expresion
cuando las particulas poseen un tamafio mayor que la I incidente. Esta funcion Q, que

depende de la forma de las particulas, se puede definir como:

P(q,r) (1 +cos’0) send db (2.2)

o+—0T

3
Q=g

en la que 6 es el angulo de dispersion de la luz 'y P (g, r) es un factor de forma donde g
es el vector de onda y r el radio de la particula [151].

Los resultados de estudios de simulacion por computadoras utilizando diferentes
modelos de agregacién han promovido el definir la estructura de los agregados
coloidales en términos del concepto de dimensidn fractal (Ds) [152-153]. Para un objeto

fractal, Q se ve modificada como sigue:

3

Q= s I P(q,r) S(q) (1 + cos®0) send do (2.3)
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siendo S(q) un factor de estructura que describe el arreglo espacial de los elementos de
dispersion o monomeros dentro del agregado [154].
De la ecuacion 2.1 se puede obtener la derivada:

n
0logr ~ 0logQ alog(nac)

_ s (2.4)
dlogh  odlogh dlog\

-4=Pf+y-4

B por lo tanto es un parametro relacionado con el tamafio y grado de
compactacion de las particulas y puede ser utilizado para evaluar el estado de los
agregados formados durante la agregacion acida inducida por la adicion de GDL en
distintas condiciones.

Teniendo en cuenta que las soluciones a estudiar no son muestras monodispersas,

la T serd funcion del peso molecular promedio en peso (M,) y del factor de disipacién

promedio z (Q,) que depende de la distribucidn de tamafios promedio:

t=HM;Q, (2:5)

A partir de esta ecuacion se puede demostrar la relacion directa entre B y el
tamafo promedio en peso de las particulas [149]. Aceptando un valor de -0,2 para vy, que
es el estimado para proteinas en un rango de A de 400 a 800 nm, se puede calcular el
valor de B a partir de la pendiente de graficos lineales de log t vs. log A, midiendo la t
en el citado rango de A a intervalos frecuentes durante el tiempo necesario para alcanzar
un maximo de t durante la agregacion del sistema [151]:

dlogt

=472 =42+ 2.6
P ’+8Iogk e (26)

Técnica operatoria: El valor de B se obtuvo teniendo en cuenta que [155]:

|
r:b4mf- (2.7)

donde Iy e I son las intensidades de luz incidente y transmitida respectivamente y b es el

camino 6ptico; y dado a que la absorbancia (A) se define como:
— I0
A =log | (2.8)
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la T queda expresada como:
1 =2,303ADb* (2.9)

Aplicando logaritmo en ambos miembros,

logt = l0og2,303 + logA — log b (2.10)

y si se deriva con respecto a A:

dlogt  dlogA

ologh  dlogh (211)

De esta manera, el valor de dlogt/dlogh (a) es la pendiente de un grafico lineal de
log A vs. log A y a partir de ¢l se obtiene § segun la ecuacion 2.6.

Para obtener dichas medidas se colocaron alicuotas de las distintas muestras en
cubetas rectangulares de 1cm de paso optico y se midio la A entre 450 y 650 nm en un
espectrofotometro con portaceldas termostatizable.

Con los valores de B se evaluo la variacion del tamafio medio de las particulas
proteicas durante el proceso de agregacion acida inducida por GDL y los posibles
cambios del mismo frente a las distintas condiciones de trabajo.

A modo de ejemplo, en la Figura 2.1 se presenta un grafico lineal de log A vs.

log A entre los numerosos realizados en el presente trabajo.

0,2
01
00 [
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log A

0.2}

03

04t
2,64 2,66 2,68 2,70 272 274 2,76 278 2,80 2,82 284

log A

Figura 2.1. Ejemplo de grafico de log A vs. log A correspondiente al ensayo realizado a 25
°C para SPI 0,625 %"/» en H,0, luego de 13 min de adicionada la GDL, donde = 1,0298.
(Parametros obtenidos a partir del ajuste lineal: h = 8,5951; m = -3,1702; r 2= 0,999).

39



Materiales y métodos

2.3.1.1. Determinacion de la dimension fractal (Ds) de los agregados

La Ds da una medida del grado de compactacion de la malla del gel que se
forma al final del proceso de agregacion y antes de la sinéresis. Se ha demostrado que el
parametro B, para un sistema de agregacion de particulas proteicas tiende hacia un valor
asintdtico que puede ser considerado como la D¢ de los agregados (Figura 2.2) [151].

Técnica operatoria: Se registraron los valores de B, obtenidos como se explico

en el apartado 2.3.1, en funcion del tiempo hasta que las lecturas de t alcanzaron un
valor constante luego del agregado de la GDL. A partir de graficos B vs. tiempo (t), la

D+ de los agregados fue calculada como el valor de f maximo alcanzado (Figura 2.2).

45
D €22
3,5
3,0
@ 25
20f
1,5

1,0 f

0,55C

t (min)

Figura 2.2. Ejemplo de la estimacién de la Ds de los agregados de SPI (0,625 %Prot; 25°C;
D¢= 3,8928).

2.3.1.2. Agregacion acida de SPI1 inducida por GDL

Se estudio la cinética de la agregacion de los SPI, desnaturalizados
previamente, por acidificacion lenta hasta pH préximo al punto isoeléctrico, luego de la
adicién de una determinada cantidad de GDL. Se siguio la cinética de esta agregacion
hasta la formacién del agregado final (malla de gel).

Técnica operatoria: Se analizd la agregacion acida de soluciones de SPI en

agua destilada por medio de un disefio experimental fraccionario 3° considerando a R, T
y concentracion de SPI como factores o variables independientes y al tiempo en que
comienza la agregacion (tag), pH al tig (PHag) Y la Ds de los agregados como variables

dependientes o respuestas, siendo R:

%P/ GDL
o %%

= 2.12
%% proteina ( )
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Se trabajé a diferentes R ya que la concentracion de GDL influye en la
velocidad de agregacion debido a la variacion de la velocidad de descenso del pH.

A través de los parametros estadisticos obtenidos del t-test ANOVA se
determinaron los factores e interacciones que resultaron significativos para cada caso.
Una vez determinados los mismos, se ajustaron las respuestas mediante el modelo
correspondiente y se analizaron residuos comprobandose normalidad e independencia
de los mismos. Para visualizar el comportamiento de las variables respuestas se
graficaron superficies y contornos convenientes para cada situacion. Se utilizd regresion
multiple con variables codificadas, para obtener modelos matematicos descriptivos y
predictivos del comportamiento del sistema.

Se realizaron espectros de absorcion de cada una de las muestras en el rango de
450-650 nm, a diferentes intervalos de t hasta alcanzar un valor de A constante. EIt =0
correspondio al espectro de absorcion de la muestra previo a la adicion de GDL. Se
evalud el cambio del tamafio medio de las particulas a través del parametro 3 con el t
luego de adicionada la GDL hasta la formacion de una malla o red de gel
Simultaneamente se monitoreo el descenso de pH de las muestras.

Se evaluaron los cambios en el t,g y en el pHy. Se estimo la Ds de los
agregados a partir de graficos de B vs. t como se explicd en la seccion 2.3.1.1. Por

altimo, se realiz6 una verificacion para validar el correspondiente disefio experimental.

2.3.1.3. Efecto de la presencia de WSP en la agregacion acida de SPI

Se estudio la cinética de la agregacion a 35°C de soluciones de diferentes
relaciones proteicas SPI/WSP (% /p/%"/p): 3:1, 1:1 y 1:3, de 0,5 %Prot total,
desnaturalizados previamente (100°C, 5 min), por acidificacién lenta hasta pH préximo
al pl, luego de la adicién de una cantidad constante de GDL (R 0,35). Se sigui6 la
cinética de esta agregacion hasta la formacion del agregado final (malla de gel), como

se explicara en el apartado anterior.

2.3.2. Analisis microscopico de dispersiones y geles
2.3.2.1. Microscopia 6ptica convencional (OCM)

Los mecanismos de interaccion entre los ingredientes y la textura de los geles
formados pueden ser caracterizados a través de analisis dpticos [156]. Se evalud la
microestructura de los geles de SPI y de sus mezclas con WSP formados por

acidificacion con GDL, en proporcion SPI:WSP 1.0, 3:1, 1:1y 1:3.
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Técnica operatoria: El proceso de gelificacion &cida se inici6 por adicion de
GDL sdlida sobre 2,06 g de la solucién proteica. Se adiciond la cantidad de GDL
necesaria para obtener un R de 0,35. Luego, 85 puL de cada muestra fueron colocados en
placas LAB-TEK Il de 8 compartimientos. La reaccion de gelificacion se realizé en
estufa a (35 = 1)°C, manteniendo la humedad controlada. Los geles fueron observados
con un objetivo de inmersion en aceite de 100x en el microscopio invertido Union
Optical al cual se le acopl6 una camara digital Canon Powershot A640 con un adaptador
de 52 mm y zoom de 9.1x. Las imagenes adquiridas fueron almacenadas en formato
JPG para su andlisis. Mediante la toma de imagenes de una regla micrométrica se
determind que 1 pixel = (0,0399 + 0,0001)um y, en consecuencia, la resolucion de las

imagenes resulto ser de 25,0 pixeles/um.

2.3.2.2. Microscopia confocal de barrido laser (CLSM)

Se evaluo la microestructura de los geles acidos de SPI y sus mezclas con WSP
(seccion 2.1.2) y geles acidos de harinas glicosiladas de soja y harina sin tratar (seccién
2.1.4) por acidificacion con GDL. También se analizaron las muestras en solucion y
posterior al tratamiento térmico a 100°C durante 5 min y previo a la adicion de GDL,
para detectar posibles cambios en la granulometria inicial de las muestras.

Por otro lado, se registraron imagenes a distintos tiempos durante la agregacion
acida de muestras de SPI para su posterior analisis.

Técnica operatoria: Para lograr visualizar y poder obtener imagenes de la

estructura interna de los geles acidos y de las dispersiones iniciales, se utilizd el
colorante fluorescente Rodamina B como fuera reportado en la seccion 2.1.8.

En el caso del analisis de geles acidos, este paso fue realizado inmediatamente
antes de la adicidon de GDL. Posteriormente, 200 puL. de cada muestra fueron colocados
en placas LAB-TEK Il de 8 compartimientos y se dejé gelificar a una T constante,
manteniendo la humedad controlada.

Se tomaron imagenes digitales con el microscopio confocal de barrido laser
aplicando un zoom 4x sin pérdida de resolucion. El objetivo utilizado fue de 40.0x
(Plan Apochromat). Los archivos de las imagenes fueron adquiridos con una resolucion
en pixel de 1024x1024 y almacenados con el programa EZ-C1. Por ultimo, estas
imagenes fueron convertidas al formato TIFF para su posterior analisis. Durante el
proceso de adquisicion de las imagenes se realizd un promedio de las mismas para
eliminar el ruido aleatorio generado por los componentes electronicos del equipo.
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2.3.2.3. Analisis cuantitativo de imagenes

Para procesar las imagenes obtenidas por OCM y CLSM y la obtencion de los
parametros de textura, se desarrollaron programas especificos en lenguaje Python. En
este trabajo se usaron la varianza y sélo los tres estimadores més relevantes publicados
en la literatura: la entropia de Shannon (S), la suavidad (K) y la uniformidad (U) [133,
157]:

5=-3 (N, )log, (>(N,) 213
1
Kzl—m (2.14)
L-1
U=3 p*(N,) (2.15)

donde c*(N) es la varianza, p(N;) es la frecuencia estadistica muestral normalizada de la
escala de grises y L es el maximo nivel de negro. Previo al analisis, se normalizaron las
imagenes halladas antes de transformarlas a una escala de grises para luego llevar estas
a un formato numérico entero de 8 bits.

Mientras que valores bajos de S y altos de U se relacionan con particulas
dispersas en todo el volumen de la muestra analizada, un valor maximo de U implica
que en la imagen los valores de las intensidades del color gris son iguales y parejos. En
cambio, S es una medida de la variabilidad del histograma de grises y es maxima para
una imagen gue contiene toda la gama de grises con igual probabilidad. En general, K
es un estimador de la no dispersion de la escala de grises, pues cuando la varianza
tiende a cero esta se anula, en cambio tiende a 1 cuando las fluctuaciones son grandes y
la varianza es maxima.

Ademas, se determind el diametro medio de los intersticios o0 poros por medio del
programa Image J, obteniéndose los valores en pixeles. Estos fueron promediados y se

obtuvo el valor medio del didmetro de los poros.

2.3.3. Propiedades reoldgicas de los geles acidos
Los mecanismos de interaccidén entre ingredientes y el comportamiento de los

geles formados pueden ser caracterizados a través de analisis espectrofotométricos y/o
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reoldgicos [156, 158]. El estudio de las propiedades reolégicas de un sistema a bajas
deformaciones es una técnica utilizada para obtener informacidn sobre la estructura y
viscoelasticidad del producto formado [159]. La reologia representa una técnica muy
importante para analizar los diferentes pasos involucrados en el proceso de formacion
de un gel, asi como para evaluar la textura del producto final. En este trabajo, se
estudiaron las propiedades mecéanicas de los geles acidos formados mediante ensayos
reoldgicos con el objetivo de evaluar los sistemas en el equilibrio y durante su
formacion.

Los ensayos reoldgicos oscilatorios fueron utilizados para determinar las
propiedades viscoelasticas de los sistemas. Se estimd el tiempo de gel (tg) a partir del
punto de cruce del médulo elastico o de almacenamiento (G’) y del médulo viscoso o de
pérdida (G’’) en funcion del t. Se determind el pH correspondiente al tge (PHger) Y €l
maximo valor de G’ alcanzado (G’ms). La Figura 2.3. ejemplifica la obtencion de

dichos parametros a partir de los graficos de G’ y G’ en funcion del t y del pH.
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Figura 2.3. Variaciéon de G’ y G”’ en funcién del tiempo (A) y del pH (B) una vez
adicionada la GDL. (e) G’, (o) G”’. SP1 3%, R 0,35y T 27°C.

Técnica operatoria: Tanto para el anélisis de geles acidos de SPI/WSP como de

harina control o glicosilada se partié de dispersiones acuosas al 3% F/p de proteina bruta
(secciones 2.1.2 y 2.1.4 respectivamente) y se adicion6é una cantidad de GDL suficiente
para obtener un R de 0,35 y 0,5, respectivamente. Luego de adicionada la GDL, una
alicuota de (1,000 + 0,001) mL de la mezcla anterior fue introducida en la platina del
redmetro de tension controlada, usandose una geometria de tipo cono (diametro: 40
mm, angulo cono: 2°, truncacion: 55mm) para los ensayos con aislados y una geometria

tipo plato (diametro: 40 mm) para los ensayos con harinas de soja. Se utilizé6 ademas
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una cubierta trampa de solvente para evitar la contraccion de la muestra por evaporacion
de agua. La T de trabajo (35°C y 25°C, para aislados y para harinas respectivamente) fue
controlada con un bafio con recirculador Julabo (modelo AWC 100, Alemania)
conectado al plato Peltier del instrumento.

Se registraron los valores de G’ y de G’ en el tiempo a partir de la adicion de
GDL. Simultaneamente se registraron las variaciones de pH. EI redmetro dispone de un
sistema de adquisicion de datos y control de operacion mediante el software Rheology
Advantage v5.7. Se configuré un procedimiento de adquisicion de datos durante 2 h a
intervalos de 30 s, a valores constantes de tensién de oscilacion (0,1 Pa) y de frecuencia

(0,1Hz). En el equilibrio, se realizaron barridos de frecuencia de 0,1-10 Hz.

2.3.4. Determinacion de la solubilidad en agua (Sw) y en KOH 0,2% "/p (Skon)

Se evaluaron diferentes métodos de determinacion de la concentracion proteica
debido a que las muestras contienen substancias que pueden interferir con dicha
determinacion: Método de Lowry, técnica del acido bicinconinico y el Método de
Bradford. Para la comparacion se utilizaron soluciones acuosas de SPI como referencia,
debido a que se conocia el dato de Proteina Bruta determinada por el método de
referencia de Kjeldahl (90,7%). En base a los resultados obtenidos se selecciono el
método de Lowry.

Para la determinacion de la solubilidad proteica se prepararon dispersiones de las
muestras 0,1% "/ en agua 0 KOH 0,2% "/, con agitacién magnética y se centrifugaron a
10.500xg por 20 min a 20 °C. Para la determinacion de proteinas se utilizo el método de
Lowry modificado, usando albimina sérica bovina (BSA) como estandar [160]. Ambas
solubilidades se expresaron como porcentaje de proteina soluble respecto de proteina
total. Se utilizaron los términos %S, y %Skon para indicar los valores de solubilidad
correspondientes a los % relativos al valor de Skon para la harina de partida (100%).

Técnica operatoria: Se prepararon las siguientes soluciones:

e Solucion A: volumenes iguales de Na,COs; al 4% e NaOH 0,2 M para dar una
solucion final de 2% Na,CO3 en NaOH 0,1 M
e Solucion B: CuS0O4.5H,0 al 2,0% /iy y tartrato de Na y K al 4,0% F/y,

Al momento del ensayo, el Reactivo de Lowry se prepar6 mezclando las
soluciones Ay B en volimenes iguales. En el momento de ser utilizada, la solucion de
Folin Ciocalteau se prepard6 mezclando agua destilada y reactivo de Folin en relacion
1:1 Y.

45



Materiales y métodos

Como patrén se usé una solucion de albumina sérica bovina de concentracion

1mg/mL y con ella se construyé la curva de calibracion que se describe a continuacion:

N° tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
BSAlmg/mL(uL) O 10 20 30 40 50 60 70 80

agua destilada (uL) 200 190 180 170 160 150 140 130 120

A la muestra o al patron de albumina se agregd la cantidad de agua destilada
necesaria para completar 200 pL. Luego se adicioné 1 mL del Reactivo de Lowry y se
incub6 a 37°C durante 10 min en oscuridad. Por Gltimo, se adicionaron 100 pL de
Reactivo de Folin a cada tubo, se agitd nuevamente y luego de 30 min en la oscuridad,
se midi6 la A a 750 nm.

2.3.5. Determinacion de LG

Se determin6 el contenido de Lys reactiva utilizando el metodo
espectrofotométrico basado en la reaccion del o-ftalaldehido (OPA) y el PB-
mercaptoetanol con aminas primarias en medio alcalino [112, 161] y se expreso en g
Lys reactiva/16 g N. El porcentaje de Lys glicosilada (%LG), debida a los tratamientos
mencionados, se calculd como la disminucion relativa de Lys reactiva (%) para las
muestras tratadas respecto a la harina de partida (0 %LG). El contenido de proteina bruta
(Nx6,25) de las muestras, fundamental para el calculo de %LG, se llevo a cabo por el
método descripto por Nkonge y Murray-Ballance (1982). EI método propuesto para la
determinacion de proteina bruta se basa en la reaccién de Berthelot y tiene una alta
sensibilidad para la determinacién del ion amonio. Segun el trabajo original, la
determinacion colorimétrica tiene una excelente correlacion con la determinacion
tradicional por destilacidn-titulacion [162].

Técnica operatoria:

A) Determinacion de Lys glicosilada. Se prepararon las siguientes soluciones:

e Reactivo OPA: Se prepar6 mezclando 25 mL de solucién de tetraborato de sodio
100 mM, 2,5 mL de SDS 20% F/p, 40 mg de OPA (previamente disuelto en 1 mL de
metanol) y 100 pL de B-mercaptoetanol. La mezcla resultante se transfirio a un matraz
aforado de 50 mL y se llevo a volumen final con agua destilada [112]. EI reactivo se

preparé inmediatamente antes de realizar la determinacion.
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e Patron de L-Lys 8 mM: Se disolvié la cantidad adecuada del aminoacido en
solucion de SDS 1% "/y, se transfirié a un matraz aforado de 100 mL y se llevd a
volumen final con la misma solucion del surfactante.

Para la determinacion espectrofotométrica se mezclaron 350 pL de sobrenadante
limpido (seccion 2.1.6) y 3 mL de reactivo OPA. La A a 340 nm se midi6 luego de 2
min de incubacién. EI mismo procedimiento se realiz6 con diluciones apropiadas del
patrén de L-Lys en SDS 1% "/v.

B) Determinacién proteina bruta. Se prepararon las siguientes soluciones:

e Solucion estandar de amonio: Se secd (NH4),SO, en estufa a 103 °C durante 3h'y
se dejé enfriar en desecador. Se pesaron 47,16 mg y se trasladaron a un balén de micro-
Kjeldahl. Luego se adicionaron 0,11 g de mezcla catalizadora (K,SO4, TiO, y
CuS0O4.5H,0), 3 mL de H,SO, concentrado y se calentd al menos durante 20 min.
Luego de enfriar hasta T ambiente, se agregdé una pequefia porcion de agua destilada y
se transfirid cuantitativamente a un matraz aforado de 100 mL, lavando el balon con
varias porciones de agua antes de enrasar. De esta manera, el contenido de nitrégeno en
la solucion estandar fue de 100 pg/mL. Al mismo tiempo se preparé un blanco sin
(NH4)2SO; vy sin digestion, llevando también a 100 mL de volumen final en otro matraz
aforado. Antes de la determinacion colorimétrica, se utiliza esta solucion para diluir la
solucion estandar de amonio, de acuerdo a lo propuesto por el trabajo original. Las
diluciones se prepararon a concentraciones de nitrogeno comprendidas entre 2 y 20 ug
N/mL, para asegurar la linealidad.

e Preparacion del digestato de las muestras de harina: Se pes6 una masa
exactamente conocida (20-30 mg) de cada muestra y se realizd el mismo procedimiento
que a la solucion estandar de amonio.

e Mezcla catalizadora (K,SO,4, TiO, y CuSO,4.5H,0): Nkonge y Murray-Ballance
propusieron la utilizacién de una mezcla catalizadora compuesta por K,SO4 (10% F/p),
TiO, (0,3% Flp), CuSO4 (0,3% "/p) y piedra pémez. El K,SO,4 eleva el punto de
ebullicion del H,SO4, en tanto la sal clprica y el 6xido de titanio son los catalizadores
de oxidacion.

e Solucion buffer de trabajo: se prepard una solucion de buffer NasPO4 0,1 M,
tartrato de sodio y potasio 0,18 M, mezclando en partes iguales (1:1) una solucién A de
Na,HPO, 0,2 M, NaOH 0,2 M vy tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (sal de
Rochelle) 0,36 M y una solucién B de NaOH 2,5 M.
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¢ Reactivo de salicilato-nitroprusiato: se disolvieron 20 g de salicilato de sodio y 30
mg de nitroprusiato de sodio en agua destilada y se llevo a volumen final de 100 mL en
un matraz aforado.

e Hipoclorito de sodio: Se diluyé la solucién comercial (5,5-6,0% /y de cloro activo
o disponible) con agua destilada de manera que la solucidn final tenga un contenido de
cloro de 0,6% /v, que corresponde a 0,046% "/v en la mezcla final de la determinacion
colorimétrica.

Se colocd, en vaso de precipitados, una determinada cantidad de la solucién
buffer de trabajo, del reactivo de salicilato-nitroprusiato y de la solucion de hipoclorito
de sodio, dejando equilibrar a 25°C en un bafio termostatizado. En tubos de ensayo de
vidrio, se agregaron 0,5 mL de las soluciones (blanco, estandar y muestra), 1,5 mL de
solucion de trabajo y 0,4 mL de reactivo de salicilato-nitroprusiato. Se mezcld en vortex
y se incubd durante 10 min. Luego, se agregé 0,2 mL de solucion de hipoclorito de
sodio, se mezcld e incub6 30 min. Finalmente, se adicionaron 10 mL de agua destilada
y se midio6 la A a 660 nm.

La cantidad de N presente en los 0,5 mL de las soluciones estandar fueron las

siguientes:

Concentracion de Nen  Cantidad de N en 0,5 mL
solucion estandar (ug/mL) de solucidn estandar (ug)

0 (blanco) 0
2 1

5 2,5
10 5

20 10

40 20

La cantidad de muestra utilizada fue acorde para asegurar que en 0,5 mL del
digestato haya un contenido de N que se encuentre dentro de los limites de la curva de

calibracion.

2.3.6. Determinacion de AA
Para la determinacién de la actividad de inhibidores de tripsina se ultilizé el
método espectrofotométrico propuesto por Liu y Markakis (1989) con algunas

modificaciones [148].
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Técnica operatoria: Se prepararon las siguientes soluciones de trabajo:
e Buffer de Ensayo: Buffer Tris 50 mM pH 8,2, CaCl, 10 mM.

e Solucion stock y de trabajo de tripsina porcina: Se disolvieron 10 mg de tripsina
porcina cristalina (Tipo IX, Sigma) en 50 mL de HCI 1 mM (pH ~ 2,5) con CaCl; 2,5
mM. Para la solucion de trabajo, se diluyeron 6,25 mL de la solucién stock con HCI 1
mM (pH ~ 2,5) y CaCl, 2,5 mM c.s.p. 10 mL de manera de obtener una concentracion
final de 0,05 mg/mL.
e Solucién stock y de trabajo de BAPA: Se disolvieron 400 mg de BAPA en 10 mL
de dimetilsulféxido (DMSO). Para la solucion de trabajo se diluyeron 0,25 mL de
solucion stock con el buffer de ensayo (Tris 50 mM pH 8,2, CaCl, 10 mM) c.s.p. 25
mL, pre-calentado a 37 °C.

Para cada extracto, se procedio de acuerdo a la siguiente secuencia de mezclado:
1) 2 mL BAPA; 2) 1 mL muestra y 3) 0,5 mL enzima.

Se incubd durante 20 min a 37°C y se detuvo la reaccion a través del agregado de

0,5 mL de acido acético al 30%. Luego, se determiné la A a 410 nm (A;,,). Para
obtener la A de referencia ( Aj},,) se utilizo agua destilada en reemplazo de la muestra

en el paso 2. Definiendo Unidad de Tripsina como el aumento de 0,01 unidades de A a
410 nm bajo las condiciones de ensayo, la actividad inhibitoria de tripsina fue expresada
en Unidades de Tripsina Inhibidas (TUI, trypsin units inhibited) por mg de muestra

seca, calculandose de la siguiente manera:

[(A[uo - Ajm)x 100]/mL extracto diluido

TUI/ mg muestra = —
(mg muestra/mL extracto diluido)

(2.16)

Los resultados se expresaron como % de actividad inhibitoria residual (%0AA) de
las diferentes harinas tratadas con respecto a la actividad inhibitoria de la harina activa

sin tratamiento (100%).

2.3.7. Determinacion de actividad ureéasica (AU)

El fundamento de la técnica consiste en determinar la AU de diferentes productos
por medicién del incremento del pH. Cuando una solucion de urea se pone en contacto
con una harina de soja activa se produce la hidrolisis enzimatica de la urea que da como
resultado la aparicion de amoniaco (NH3) y CO,. Como consecuencia de ello, se

produce un incremento del pH proporcional a la cantidad de amoniaco producido y, por
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lo tanto, proporcional a la AU de la muestra. EI método oficial propuesto por la AOCS

(The American Oil Chemists’ Society), e incorporado en la Metodologia Analitica

Oficial del Cédigo Alimentario Argentino (CAA), se aplica a soja, productos derivados

y alimentos balanceados a base de soja, siempre que no estén adicionados de urea [163].
Técnica operatoria: Se prepararon dos soluciones buffer:

e Solucion buffer fosfato de potasio 0,05 M, pH 7,0

e Solucion buffer fosfato de potasio pH 7,0 + urea (3%0): Se preparé disolviendo 15

g de urea (Anedra) en 500 mL de la solucién reguladora preparada en el inciso anterior.
Se pesaron 0,05 g de muestra en un tubo falcon y se adicionaron 2,5 mL de la

solucion buffer + urea. Se tap6 con tapa a rosca, se mezcld y se colocé en bafio de agua

a 30°C. Luego de 30 min, se retiro el tubo del bafio y se determino el valor del pH de las

muestras exactamente 5 min después de haberlas retirado del bafio. Los resultados se

expresaron como Indice de Actividad Ureésica (IAU):

(2.17)

IAU = ApH=pH,_,,.. —pH

t=30min blanco t=30min

2.3.8. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

Para cada muestra, se preparé una dispersion 10% “/p en agua destilada y se
homogeneizd por Ultraturrax (10 s a 7.000 rpm). Se colocaron 100 uL en el ATR de
ZnSe, cubriendo todo el cristal y secando suavemente con secador de cabello desde una
distancia de aproximadamente 15-20 cm hasta total deshidratacion. Las condiciones de
medida fueron: Apodizacion: Happ-Genzel, nimero de barridos: 25, resolucion: 4 cm™

y rango del espectro: 650 a 4.000 cm™.

2.3.9. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los ensayos se realizaron sobre dispersiones 30% "/p de las muestras en NaCl 1
M. Se utilizaron capsulas herméticas estandar con 10-15 mg de dispersion, se calentaron
a 5°C/min desde 20 a 120°C con una modulacion de £ 0,50°C cada 50 s. Como
referencia se usdé una capsula vacia. En los termogramas obtenidos se determiné la
entalpia parcial de cada transicién y la entalpia total de desnaturalizacion proteica
(AHq). Los valores de AHgy parciales y totales se expresaron en J/g proteina seca, para lo

cual se tuvo en cuenta el contenido proteico de las muestras. Para fines comparativos se
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expresd la AHg como %AHg tomandose como referencia el 100% del valor

correspondiente a la AHq4de la harina control (F).

2.3.10. Caracterizacion de las muestras mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

El estado de las diferentes muestras fue analizado por SDS-PAGE, en medio
reductor y no reductor usando un sistema de gel vertical, de acuerdo al método de
Laemmli [164].

Se trabajo con un gel de concentracion 4% y un gel de corrida 12%. EIl gel de
corrida estuvo compuesto de acrilamida y bis acrilamida solubilizadas en buffer Tris-
HCI 1,5M pH 8,8, conteniendo SDS 0,1% V/. El gel de concentracién y el gel de
corrida contenian acrilamida (3,80% "/ y 11,68% /v respectivamente) y bis acrilamida
(0,10% "/ y 0,32% Py respectivamente) solubilizadas en buffer Tris-HCI 0,5M pH 6,8,
conteniendo SDS 0,1% V/v. La reaccion de polimerizacion fue iniciada por el agregado
de 50pL de persulfato de amonio 10% “/v preparado en el momento y 5uL de
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED).

Técnica operatoria: Se sembraron cantidades adecuadas de proteina disueltas

en el buffer muestra, con o sin B-mercaptoetanol, de modo de obtener 10-20 pg de
proteina por cada 20 uL de muestra. El tiempo de corrida fue de aproximadamente 45
min, a 25°C y con intensidad de 12 mA para el gel de separacion y de 25 mA para el gel
de corrida. Las proteinas fueron tefiidas con una solucion colorante de Coomassie
brillant blue R250 y decoloradas con una solucion de metanol 10% /v y &cido acético
10% V/v. Las bandas proteicas fueron identificadas usando el patrén de pesos
moleculares descrito en la seccion 2.1.9. Los densitogramas de cada calle fueron

obtenidos a través del software Image J version 1.48.

2.3.11. Caracterizacion de las emulsiones O/W
2.3.11.1. Distribucion de tamafio de particula (DTP)

La DTP de las emulsiones se obtuvo utilizando un equipo de difraccion laser
Malvern Mastersizer 2000E asociado a una unidad de dispersion por via humeda. La
velocidad de agitacion de la unidad fue de 2.000 rpm y los indices de refraccion
utilizados fueron: 1,33 y 1,47 para el dispersante y la particula, respectivamente.

Previamente, las emulsiones se diluyeron 1:4 V/y en los mismos buffers utilizados para
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preparar las dispersiones proteicas, en ausencia y presencia de SDS 1% "/v. A partir de

las DTP, se obtuvo el didmetro promedio de De Brouckere (D43):

' i rli i

donde n; es el nimero y V; el volumen correspondientes a todas las particulas de

diametro d;.

2.3.11.2. Microestructura de las emulsiones

Se obtuvieron iméagenes digitales de las emulsiones utilizando un microscopio
Optico acoplado a una cdmara digital Canon Power Shot A5701S (Canon Inc., Malasia).
Las emulsiones se diluyeron 1:1 Y/ con los mismos buffers utilizados para su
preparacion. El aumento fue de 400x, con un aumento adicional de la camara digital de

4x. Las iméagenes digitales se almacenaron en formato JPG para su posterior analisis.

2.3.11.3. Estabilidad frente al almacenamiento estacionario

Para evaluar la estabilidad frente al almacenamiento estacionario, las DTP de
las emulsiones se determinaron luego de 24 h de reposo.

Por otro lado, la separacion gravitacional (cremado) se evaludé colocando la
emulsion recién preparada (seccion 2.1.10.2) en tubos graduados de vidrio y realizando
el seguimiento de la formacién de la fase crema en funcion del tiempo durante 24 h

[165]. El indice de cremado (IC) se definié como:

IC = ;'_ %100 (2.19)

T

donde Hs es la altura de la fase acuosa (cm) a un determinado tiempo y Hr es la altura

total de la emulsion (cm).

2.3.12. Anélisis estadistico

Las distintas determinaciones se realizaron al menos por duplicado. El analisis
estadistico de los resultados se llevo a cabo mediante el programa para PC Sigma-Plot
(version 10.0) y Design Expert (version de prueba 6.0.10). Los valores reportados son
los valores promedio + su desvio estandar. Las diferencias entre los mismos fueron

consideradas significativas cuando p < 0,05.

52



Resultados y discusion

CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion de la capacidad de agregacion &cida de aislados de soja

3.1.1. Agregacion y gelacién &cidas de los SPI
3.1.1.1. Evaluacion del efecto de la temperatura, la cantidad de GDL adicionada y

la concentracion proteica por medidas turbidimétricas
En la Figura 3.1 se expone la variacién de la © (A) y el pH (B) de muestras de

SPI1 0,5% F/p durante el proceso de acidificacion por adicion de GDL (R 0,35) a distintas

e @
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Figura 3.1. Variacion de T (A) y del pH (B) en funcion del tiempo durante la gelificacion
4cida de SPI 0,5 % /p una vez adicionada GDL (R 0,35) a diferentes T: (®) 35°C; () 31°C;

(e) 27°C; (®) 23°C; (e) 19°C; (#) 15°C.

Los cambios del pardmetro 3 con el t y el pH se ilustran en la Figura 3.2 Ay B

respectivamente.
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Figura 3.2. Parametro B vs. el tiempo (A) y el pH (B) durante la gelificacion de SP1 0,5%
inducida por adicién de GDL (R 0,35) a distintas T: (®) 35°C; (@) 31°C; (e) 27°C; (®) 23°C;

(o) 19°C; (+) 15°C.
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Para todos los casos, en la Figura 3.2A se pueden observar dos etapas bien
definidas durante el proceso de acidificacion. En una primera etapa, el valor de
B permanece practicamente constante, lo que estaria indicando que no hay cambios,
apreciables por esta técnica, del tamafio medio de las particulas proteicas. Luego, f
aumenta abruptamente en una segunda etapa hasta alcanzar valores mas o menos
constantes. Este aumento esta vinculado a la pérdida de estabilidad electrostatica
proteica a un determinado valor de pH y la consiguiente agregacién espontanea de las
particulas coloidales desestabilizadas hasta formarse una malla de red de gel. Un
comportamiento similar ha sido observado para la agregacién &cida del caseinato de
sodio bovino [166].

A su vez, se observé una disminucion de la velocidad de descenso del pH al
disminuir la T (Figura 3.1B).

Para evaluar el efecto de los factores T, R y %Prot sobre los parametros ta,
PHag Y la Ds de los agregados formados al final de la agregacion, se aplico un disefio de
experimentos factorial completo de tres variables en tres niveles (3°). En la Tabla 3.1 se
detallan los valores de los parametros tag, pHag, ¥ Dr Obtenidos a partir del mencionado

disefio experimental.

Tabla 3.1. Valores de las variables codificadas (entre paréntesis) y no codificadas correspondientes al
disefio factorial 3%y las variables respuestas obtenidas.

Factores Variables respuesta
No % Prot t, pH, Ds
experimento T(C) R (%" /p) (mign) + 0,0g1 +0,02
1 35 (+1) 0,35 (-1) 0,25 (-1) 19 5,53 3,28
2 25 (0) 0,675(0) 0,625 (0) 10 5,86 3,95
3 35 (+1) 0,35 (-1) 1(+1) 14 5,79 3,90
4 25 (0) 0,675(0) 0,625 (0) 12 5,78 3,89
5 25 (0) 0,675(0) 0,625 (0) 15 5,36 3,89
6 15 (-1) 0,35 (-1) 1(+1) 76 5,61 3,83
7 25 (0) 0,675(0) 0,625 (0) 12 5,77 3,89
8 35 (+1) 1(+1) 1(+1) 5 5,69 3,85
9 15 (-1) 1(+1) 1(+1) 16 5,70 3,88
10 15 (-1) 1(+1) 0,25 (-1) 20 5,47 3,55
11 35 (+1) 1(+1) 0,25 (-1) 5 5,59 3,51
12 25 (0) 0,675(0) 0,625 (0) 15 5,33 3,91
13 15 (-1) 0,35 (-1) 0,25 (-1) 75 5,80 3,34
14 25 (0) 0,675(0) 0,625 (0) 10 5,80 3,89
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Se estimaron los efectos de cada variable a través de los pardmetros
estadisticos obtenidos del t-test ANOVA vy los valores de p fueron utilizados para
confirmar la significancia de dichos factores, asumiendo, en este caso, p < 0,05. Para
todos los modelos propuestos se realizaron las graficas diagndsticas correspondientes
para comprobar la normalidad e independencia de los residuos (resultados no
mostrados).

Para el caso del tag, Se ajustaron los resultados obtenidos a un modelo cuadratico

reducido de superficie de respuesta. En la Tabla 3.2 se muestra el analisis ANOVA.

Tabla 3.2. Analisis ANOVA para la variable respuesta t,, (R>= 0,9934) en funcion
de las variables codificadas.

Factor Coeficiente p
Constante 12,33 < 0,0001 Significativo
T -18,00 < 0,0001 Significativo
R -17,25 < 0,0001 Significativo
T 16,42 < 0,0001 Significativo
T*R 11,50 < 0,0001 Significativo

Se puede observar que solo las variables T y R resultaron significativas para tag.

La ecuacion 3.1 presenta el modelo para el t,g (min) en funcion de T (°C) y R en
variables no codificadas.

tag = 255,47596 — 12,39679xT — 141,53846%R + 0,16417xT* + 3,53846xTxR  (3.1)

La Figura 3.3 muestra los graficos de contorno (A) y de superficie de respuesta

(B) obtenidos para la variable respuesta tag.

{min}

tog

25
T (°C)

Figura 3.3. Graficos de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) de Ry T (°C) Vs ta
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De la ecuacion 3.1 y de la Fig. 3.3, se infiere que T y R influyen negativamente
sobre el tyg. Teniendo en cuenta que la reaccion de hidrdlisis de la GDL es endotérmica,
un aumento de la T produciria un aumento de la cantidad de acido gluconico formado v,
por ende, una mayor velocidad de acidificacion del medio [125]. En consecuencia, los
agregados proteicos iniciales de SPI se acercan mas rapidamente a su pl y agregan a
menores tiempos (menor t,g). Ademas, un aumento en T favoreceria las interacciones
del tipo hidrofobicas, fundamentales en este tipo de proceso de agregacion proteica
[167].

Por otro lado, un aumento de R induce también una disminucion en el tyg. A
mayores R, se hidroliza mayor cantidad de GDL vy, en consecuencia, la velocidad de
protonacion de los residuos acidos proteicos es mayor. Esto produciria (al igual que con
el efecto de T) un acercamiento mas rapido al pl con la concomitante agregacion
proteica.

La variable respuesta pH,q no fue afectada significativamente por ninguno de
los tres factores estudiados en los rangos preestablecidos en el disefio experimental (p >
0,05) obteniéndose un valor constante de 5,7 + 0,2. Esto puede indicar que, a las
condiciones de trabajo ensayadas, no han existido modificaciones apreciables en la
estabilidad electrostatica de las los agregados iniciales de SPI, luego del proceso de
desnaturalizacion térmica y rapido enfriamiento previo (seccion 2.1.1). Se comprobd
mediante el analisis de los By, parametro que estima el tamafio medio inicial de los
agregados de SPI, que dicho tamafio no fue afectado significativamente por la
concentracion proteica, por lo cual la conformacion inicial de los polipéptidos tenderia a
ser similar en todos los casos y, por ende, la accesibilidad de los protones a los residuos
aminoacidicos protonables no presentaria cambios.

Por altimo, en la Tabla 3.3 se muestra el analisis ANOVA de la variable

respuesta Ds.

Tabla 3.3. Analisis ANOVA para la variable respuesta Ds (R*= 0,9872) en funcién de las
variables codificadas.

Factor Coeficiente p
Constante 3,90 < 0,0001 Significativo
T -6,625.10° 0,5868 No significativo
R 0,055 0,0016 Significativo
%Prot 0,22 < 0,0001 Significativo
T2 -0,26 <0,0001 Significativo
R*%Prot -0,055 0,0016 Significativo
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La ecuacion 3.2 representa el modelo para la variacion de Dy en funcion de
variables no codificadas de acuerdo al anélisis ANOVA.

Dr = 1,62526+0,12874xT+0,45038xR+0,89733x%Prot-2,588.10°x T>-0,45046xRx%pProt (3.2)

Como los gréficos de contornos y de superficies de respuesta se hacen de a dos
variables independientes, para cada caso se tomo como criterio fijar el valor de la tercer
variable de acuerdo al punto central del disefio. Las Figuras 3.4, 3.5 y 3.6 muestran los

graficos de contorno y superficie de respuesta obtenidos para la variable respuesta Ds.

I 3,60
I 3,65
I 3,70
Il 3,75

3,80

3,85
I 3,90
I 3,95

T(°C)

Figura 3.4. Graficos de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) de Ry T (°C) vs Dx.
El %Prot fue fijado en 0,625%"/, de acuerdo al punto central del disefio.

w
(o]

03 04 05 06 07 08 09° 10
% Prot (%/,)

Figura 3.5. Graficos de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) de Ry %Prot (%/p)
vs Ds. T constante de 25°C.
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Figura 3.6. Graficos de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) de T (°C) y %Prot
(%"/p) vs Dy. R constante fijado en 0,675.

A valores constantes de %Prot (graficos no mostrados) y, como puede
observarse para el caso particular de la Figura 3.4 donde %Prot fue fijada en 0,625, la
Ds aumenta conforme aumenta R a una T constante. Este comportamiento es
contradictorio desde un punto de vista cinético, puesto a que se ha observado que el tyg
disminuye ante un aumento de R, por lo que los agregados proteicos tendrian menos
tiempo para reacomodarse, por lo que se esperaria la formacion de agregados menos
compactos (menor Dy). Sin embargo, el aumento de Ds es muy leve, e incluso podria no
ser significativo si se tiene en cuenta el desvio estandar asociado al calculo de este tipo
de variable respuesta, donde se calcula Df como el promedio de los ultimos valores
asintoticos a una recta perpendicular al eje de las ordenadas (seccion 2.3.1.1). Lo mismo
puede concluirse para el efecto de R a partir de lo observado en la Figura 3.5 a bajos
valores de %Prot.

Por otro lado, para todos los R (Figura 3.4) y todos los %Prot (Figura 3.6)
ensayados, se observa que la Df adopta un valor maximo para T ~ 25°C. Como se ha
observado anteriormente, a mayores T las particulas proteicas agregan mas rapidamente
(menor tag), por lo que tendrian menos tiempo para que ocurran reordenamientos que
promuevan la compactacion de los agregados, esperandose menores valores de Dy. Esto
es lo que explicaria el comportamiento de Ds en el rango 25°C < T < 35°C. El aumento
de T de 15°C a 25°C promueve, por el contrario, un incremento de Dy Esto podria
explicarse teniendo en cuenta la participacion de las interacciones hidrofobicas en el

proceso de formacion de los agregados &cidos. Como se menciond anteriormente, Si

58



Resultados y discusion

bien este tipo de fuerzas contribuiria a la formacién de agregados durante el proceso de
acidificacion (conduciendo a menores tag), en etapas finales del proceso tendrian un rol
protagonico y determinante en el reordenamiento de los agregados, permitiendo un
mayor grado de empaquetamiento de las particulas (mayores valores de D).

A partir de la Figura 3.6, puede observarse que a valores constantes de Ry T,
un aumento de %Prot promueve un aumento significativo de Dy. Este comportamiento
resulta similar al publicado por Hidalgo y col. (2013) para la agregacion &cida de
caseinato de sodio bovino. En este caso, al aumentar la concentracion proteica, aumenta
la cantidad de particulas que forman parte de la red tridimensional formada al final del
proceso de acidificacion y, por lo tanto, los agregados resultante son mas compactos
(mayor D) [168].

Para la validacion del disefio experimental, se procedié al célculo de las
variables respuesta t,g y Dr del proceso de agregacion acida a 0,5 %Prot, R 0,35y T en
el rango 15-35°C (Figura 3.2), utilizando las ecuaciones modelo 3.1y 3.2. Se comprobd
que, para todos los casos, el error relativo entre los valores esperados y los

experimentales no fueron superiores al 5%.

3.1.1.2. CLSM y andlisis digital de imagenes

El analisis digital de imagenes se utilizo como complemento cuali y
cuantitativo del seguimiento del proceso de agregacion acida. Como se indicd
anteriormente en la seccion 2.3.2.2, se tomaron micrografias por CLSM antes de la
adicién de GDL (t = 0 min) y a distintos tiempos una vez adicionada la misma, en las
condiciones detalladas para el punto central del disefio de experimentos (Figura 3.7).

En la Figura 3.7A, los agregados solubles formados a partir de la
desnaturalizacion proteica debido al calentamiento a 100 °C no son visualizados por esta
técnica. Sin embargo, en la Figura 3.7B, a los 15 min de adicionada la GDL, ya se
distinguen los primeros agregados observables distribuidos uniformemente en todo el

sistema.
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Figura 3.7. Micrografias tomadas por CLSM a diferentes t durante la agregacion acida del
SPI una vez adicionada la GDL: 0 min (A); 15 min (B), 30 min (C), 45 min (D) y 60 min
(E). %Prot 0,625; R 0,675y T 25°C.

A medida que transcurre el t, estos agregados van aumentando de tamafio por
subsiguientes asociaciones proteina-proteina evidencidndose una distribucion mas
heterogénea en la imagen (Figura 3.7 C a E). En particular, en la Figura 3.7E se
distingue la red o malla proteica.

Las imagenes obtenidas por CSLM fueron analizadas con el programa Python
(seccidn 2.3.2.3) para calcular sus pardmetros de textura, los cuales se presentan en la
Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Parametros de textura de las imagenes obtenidas por CLSM de dispersiones de SPI
0,625 %Prot a 25°C antes (0 min) y después de adicionada la GDL (15, 30, 45y 60 min).

t (min) S K (x10%) U (x10?)
0 1,5 +0,2*? 2+1° 420 + 40°
15 3,81+0,07° 8432 85+ 5°
30 43+0,1° 17 + 4° 72+ 4°
45 438+0,06° 14+2° 78 + 8°
60 5,1+0,7° 46 + 9° 90 + 90"

(*) Valores expresados como promedio + desvio estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Se puede evidenciar que, si bien antes de la adicion de GDL (0 min) y a los 60
min de comenzada la acidificacion existe un aumento significativo de S y K y una
disminucién significativa de U, los parametros mas representativos desde el punto de
vista estadistico para un seguimiento gradual de la cinética del proceso (a tiempos
intermedios) son S y K. Esto ultimo convierte a esta técnica en una herramienta
interesante para el estudio cinético de la agregacion acida y probablemente un
complemento eficaz de otros seguimientos cinéticos mas complejos como la
espectroscopia de absorcion (seccion 3.1.1).

El aumento de los valores de S y K y la disminucion de los valores de U a
medida que transcurre la agregacién acida indica que las particulas coloidales proteicas
que componen la red final de gel se localizan gradualmente en sectores bien definidos.

3.1.1.3. Evaluacion de la gelacion acida por determinaciones reoldgicas

Las dispersiones de SPI con un contenido proteico de 3% ‘/p poseen la
concentracion suficiente para que el resultado final del proceso de agregacion acida sea
la formacion de un gel proteico detectable visualmente. En la Figura 3.8 se muestra la
variacion de los modulos G’ y G’ con el t y el pH durante la formacion del gel a

distintas T.
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Figura 3.8. Variacion de G’ (simbolos llenos) y G’* (simbolos vacios) en funcion del
tiempo (A) y del pH (B) una vez adicionada la GDL a diferentes T: (@) 35°C; (®) 31°C; (o)
27°C; (») 24°C; (®) 20°C. SP1 3 %Prot (*/p), R 0,35.

A partir de estas medidas se obtuvieron los valores de tge Yy pHgel €N €l punto de

gel al cual G* = G, asi como el valor de G’max alcanzado, los cuales se informan en la

Tabla 3.5.
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Tabla 3.5. Resultados de tg, PHge Y G’max Obtenidos para los sistemas SP1 3%Prot posterior a
la adicion de GDL (R 0,35) a distintas T.

T(C) tg(min) PHgel G’max (Pa)
35 86+04™ 579+0,05% 272+12"
31 12,7+0,6" 566+0,06 260 + 14
27  16,6+0,7° 5714005 264+ 8
24 28+2% 5634005 33745

20 31,3+0,9° 581+0,05° 283+10°

(*) Valores expresados como promedio + desvio estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

El tge aumenta a medida que disminuye la T de trabajo, sin cambios
significativos en el pHgei. Por otro lado, el valor de G’ max fue significativamente mayor a
los 24°C. Estos resultados refuerzan el comportamiento observado a traves del anélisis
espectroscopico para sistemas diluidos (seccion 3.1.1.1). La T estaria afectando al
caricter elastico final de los geles a través de dos procesos que ocurren
simultdneamente. Por una parte, un descenso de T disminuye la velocidad de gelacion
permitiendo que se puedan realizar reordenamientos en la malla de gel por ruptura de
algunas interacciones y formacion de otras nuevas que van aumentando el caracter
elastico. Por otra parte, la mayor parte de las interacciones que participan en dichos
reordenamientos son de tipo hidrofobico y se hayan desfavorecidas al disminuir T. El
valor del G’ nax dependera entonces del balance entre ambos efectos, siendo maximo a
24°C, T cercana a los 25°C en donde se informo la mayor D¢ (apartado 3.1.1.1). Esto
indicaria que los geles con mayor elasticidad son aquellos cuya red es mas compacta.

Ademas, de acuerdo a trabajos previos [169], a diferencia de los geles de
aislados proteicos de lactosuero, proteinas de conformacién globular al igual que las que
componen los SPI, y obtenidos bajo las mismas condiciones, los geles de SPI no
revirtieron y ademas presentaron valores de G’ max aproximadamente 3 veces superiores.
Esto puede deberse a la formacion de complejos solubles entre la glicinina y la -
conglicinina. El calentamiento de los SPI a pH neutro (6,8-7,5) resulta en la
desnaturalizacion de ambas proteinas y como consecuencia los puentes disulfuro entre
los polipéptidos acidos y basicos de la glicinina se rompen produciendo la formacion de
nuevos puentes disulfuro entre los polipéptidos basicos de la glicinina y las subunidades
B de la B-conglicinina [170-171].
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3.1.2. Efecto de la presencia de WSP sobre la agregacion y gelacion acidas del SPI

Las muestras de WSP contienen una cantidad reducida de hidratos de carbono
solubles del grano de soja que forman complejos estables con la lectina, proteina
mayoritaria del suero de soja [172]. En los ultimos afios se realizaron estudios que
demuestran que la glicosilacion de las proteinas alimentarias, entre ellas las proteinas de
soja, produce mejoras en sus propiedades funcionales (secciéon 1.3). Es por ello que
resulta de interés investigar el efecto de la presencia de conjugados proteicos con
pequefios azucares del suero de soja sobre el proceso de agregacion de los SPI. Por otro
lado, se sabe que el calentamiento de dispersiones acuosas promueve la formacion de
agregados proteicos de tamafio y conformacién significativamente influyente en el
proceso de la formacion de red proteica ante el agregado de GDL [118]. Es de esperarse
que estos factores se vean influenciados por la composicion proteica de la solucion de
partida. El analisis de éste fendmeno puede entonces ademas a contribuir en dilucidar el
proceso de gelacion &cida en un medio mucho mas complejo, como ocurre en el caso de
dispersiones de harinas glicosiladas de soja.

Es de destacar que las soluciones de WSP no agregaron ante la adicion de GDL
en un rango de concentraciones entre 0,5 y 3 %Prot total y con R entre 0,35y 1. A partir
de esto, se decidio evaluar el efecto de la presencia de WSP sobre la agregacion acida
de los SPI.

3.1.2.1. Evaluacion de la agregacion acida por medidas turbidimétricas

Los WSP tienen un alto grado de pureza proteica (99%), son totalmente
solubles en medio acuoso y las proteinas que los componen estan en estado nativo.
Como se indicé en el apartado 2.3.1.3, la agregacion &cida del SPI y de las mezclas
SPI/WSP en solucién acuosa (0,5 %Prot total) fue evaluada por los cambios de t en

funcion del t y del pH luego de la adicién de GDL con un R de 0,35 (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Variacion de t de dispersiones acuosas de mezclas de SPI/WSP de 0,5 %Prot
en funcién del t (A) y del pH (B), luego de adicionada la GDL, para distintas relaciones
proteicas de SPI/WSP: (e) 0,5/0; (e) 0,375/0,125; (e) 0,25/0,25; () 0,125/0,375. R 0,35, T

35°C.

Como puede observarse, en presencia de WSP el proceso de acidificacion de

los SPI sigue conservando dos etapas (seccion 3.1.1.1).

En la Figura 3.10 se muestra la variacion del tamafio medio de las particulas

proteicas a través del seguimiento del pardmetro B. A t = 0 se revela un aumento del

tamafo medio inicial de las particulas en las mezclas SPI/WSP, de mayor magnitud a

medida que aumenta la fraccion de WSP. Esto indicaria la formacion de complejos por

interaccion entre las proteinas que forman parte del SPI y WSP, que crecen en tamafio

medio con el aumento de la cantidad relativa de WSP.
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Figura 3.10. Variacion del pardmetro B de SPI y mezclas SPI/WSP 0,5 %Prot en funcion
del t (A) y del pH (B), luego de adicionada GDL, para distintas relaciones proteicas de
SPI/WSP: (e) 0,5/0; (*) 0,375/0,125; (e) 0,25/0,25; (») 0,125/0,375. R 0,35, T 35°C.

Por otra parte, también se observa una disminucion significativa del ty; a

medida que crece la relacion WSP/SPI, como se indica en Tabla 3.6. Este aumento se ve
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acompafiado de un aumento significativo del pH,q para la relacion proteica con fraccion
de WSP mas elevada. Las particulas iniciales de mayor tamafio serian mas inestables y

comenzarian el proceso de agregacion antes.

Tabla 3.6. Valores de t,, pHag Y Dr Obtenidos para las diferentes mezclas SPI/WSP y SPI una vez
adicionada GDL. 0,5 %Prot, R 0,35, T 35°C.

Relacion proteica

SPIWSP (%°/p/%%,) o (M) PHag Dr
0,5/0 185+0,52 560+0,02° 361 +0,08
0,375/0,125 12,8 +0,3" 5,61+0,05° 347 +0,04"
0,25/0,25 95+0,3° 569+0,04* 344 +004°
0,125/0,375 55+0,3° 590+0,02° 337+0,02°

(*) Valores expresados como promedio + desvio estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

La causa de la disminucion de t,; se encuentra relacionada también al

incremento de la velocidad de descenso de pH como se muestra en la Figura 3.11.
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Figura 3.11. Variacién del pH de SPI y mezclas de SPI/WSP 0,5 %Prot (%/p) con el t
luego de adicionada GDL, para distintas relaciones proteicas SPI/WSP: (®) 0,5/0; ()
0,375/0,125; (e) 0,25/0,25; (») 0,125/0,375. R 0,35, T 35°C.

El grado de compactacion de los agregados disminuyoé al aumentar la

proporcion de WSP, probablemente a causa de la disminucion de la reestructuracion de

las interacciones por el aumento de la velocidad de agregacion.
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3.1.2.2. Evaluacién de la gelacion acida
3.1.2.2.1. Evaluacién de la microestructura por OCM y CLSM

Previo al estudio de la microestructura de los geles &cidos, se evalud la
microestructura de las dispersiones de SPI y sus mezclas con WSP por CLSM antes de
la adicion de la GDL (t = 0) preparadas como se indico en el apartado 2.1.8. Las

imagenes obtenidas se muestran en la Figura 3.12.

Fraccion en masa.de WSP

T T 1 1 '

1:3

Figura 3.12. Microestructura de dispersiones acuosas de SPI y sus mezclas con WSP antes
de ser adicionada la GDL. La concentracién proteica fue constante para todos los casos e
igual a 3% "/p. La barra de escala indica 10um.

Puede observarse que, en ausencia de WSP, los agregados de los SPI tefiidos
con rodamina son tan pequefios que la resolucion alcanzada por CLSM no es suficiente
para una apreciacion individual de los mismos, obteniéndose una imagen de un color
levemente rosado y uniforme. Cuando las proteinas séricas estan presentes, comienzan a
visualizarse agregados cada vez en mayor nimero y tamafio a medida que la fraccion
proteica de WSP aumenta. Al mismo tiempo también se observa que el color levemente
rosado del fondo de la imagen desaparece y esto se debe a que los agregados mas
pequefios van desapareciendo de la dispersion. Como se observd anteriormente para
sistemas diluidos, las proteinas de reserva que conforman los SPI se encontrarian
formando complejos con las proteinas del suero y de mayor tamafio a medida que
aumenta la fraccion en masa de estas dltimas.

Distintos autores han reportado que durante el tratamiento hidrotérmico de
proteinas globulares que presentan grupos sulfhidrilos (-SH) y enlaces disulfuro (-S-S-)
pueden ocurrir entrecruzamientos covalentes entre las cadenas polipeptidicas ya sea por
oxidacién de los grupos —SH y/o por reacciones de intercambio de enlaces disulfuro
(inducidas por —SH) [173]. Debido a que el KTl y el BBTI poseen una mayor

composicion de aminoacidos azufrados que las proteinas de reserva, su presencia en el
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sistema proteico de partida aumentaria la probabilidad de formacion de puentes
disulfuro entre las proteinas y, por ende, la aparicion de agregados de mayor tamafio.

Para el estudio de la microestructura de los geles acidos de los sistemas
concentrados de SPl y SPI/WSP se tomaron imagenes de los sistemas por OCM y
CLSM de acuerdo a las secciones 2.3.2.1y 2.3.2.2 (Figura 3.13).

A B C D

Figura 3.13. Iméagenes digitales obtenidas por OCM (arriba) y CLSM (abajo) de geles
4cidos de 3 %Prot (%"/p) de SPI (A) y sus mezclas con WSP para distintas relaciones
proteicas SPI/WSP: 2,25/0,75 (B); 1,5/1,5 (C) y 0,75/2,25 (D). R 0,35, T 35°C. Las barras
de escala indican 10um.

A través del analisis digital de las imagenes obtenidas, se obtuvieron los

didmetros promedios de los poros (seccion 2.3.2.3) que se presentan en la Figura 3.14.
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Figura 3.14 Valores de diametros de poros para geles &cidos de SPI y sus mezclas con
WSP (3% Prot total) de imagenes obtenidas por OCM y CLSM. Las relaciones proteicas
SPI/WSP se expresan en % /. R 0,35 y T 35°C. Letras diferentes indican diferencias

significativas (p < 0,05). 67
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Tanto para OCM como para CLSM se observa un aumento significativo del
tamafio medio de los poros al aumentar la proporcion de WSP en los sistemas, de
manera que los geles de proteinas globulares de soja en presencia de proteinas séricas
tienden a ser menos compactos. Este incremento fue méas evidente para los sistemas
evaluados por CLSM, especialmente en presencia de una mayor cantidad de WSP. Por
otro lado, estos resultados demostraron una buena correlacion con los obtenidos para los
sistemas diluidos, donde se reveld una tendencia hacia un menor grado de compactacién
de los agregados proteicos a mayores cantidades relativas de WSP (seccion 3.2.2.1).

En la Figura 3.15 se muestran los valores obtenidos de los pardmetros

seleccionados para evaluar la textura a partir de las imagenes de los geles &cidos.
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Figura 3.15. Pardmetros de textura correspondientes a imagenes de geles &cidos de SPI y
sus mezclas con WSP a diferentes relaciones proteicas (3% Prot total) obtenidas por OCM
(8) y CLSM (o). R0,5, T 35°C.

En primer lugar, se puede observar en la Figura 3.15A que los valores de S
obtenidos a partir de las imagenes adquiridas por OCM aumentan significativamente a
medida que se incrementa la fraccion de WSP en las mezclas (menor fraccion de SPI).
Esta tendencia estaria indicando una disminucion en las interconectividad de la red

proteica asociada a un aumento en el diametro promedio de poros. Sin embargo, las
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imagenes obtenidas por CLSM presentaron un comportamiento opuesto y significativo
solo a la mayor proporcion de WSP (p < 0,05). Esto puede explicarse teniendo en
cuenta que las proteinas estan formando parte de agregados cada vez de mayor tamafio
y, por ende, se encuentran en concentraciones locales cada vez més elevadas en todo el
volumen del sistema. Es sabido que para CLSM es necesaria la utilizacion de un
colorante fluorescente para lograr la visualizacion de proteinas (Rodamina B en nuestro
caso), y que las imagenes son obtenidas a través de cortes (plano xy) a diferentes
profundidades de las muestras (eje z). En consecuencia, la distribucién del color rojo se
va perdiendo a lo largo y a lo ancho de la imagen debido a que el colorante se encuentra
asociado a las cadenas polipeptidicas que conforman dichos agregados. Por lo tanto, la
variabilidad e intensidades de la escala de grises de la imagen es menor y S disminuye.

Por otra parte, los valores obtenidos de U presentan tendencias exactamente
opuestas a las observadas para el parametro S en OCM y CLSM (Figura 3.15C). Esto es
debido a que su valor aumenta con la falta de variabilidad del histograma de grises de
las imagenes.

Por ultimo, se observa que para ambas tecnicas microscopicas el parametro K
aumenta a medida que la cantidad relativa de WSP se incrementa. Por lo tanto,
independientemente de la metodologia aplicada para la obtencion de las imagenes, es el
anico estimador que representa con mayor fidelidad la influencia de la presencia de
WSP en el grado de empaquetamiento de los geles acidos de SPI, generandose mallas
menos ordenadas con poros menos definidos.

Es de destacar que el procedimiento basado en la determinacion de
parametros de textura de imagenes obtenidas por OCM demostro ser mas adecuado para
la evaluacion de cambios en la microestructura de geles acidos de SPI/WSP debido a
que los 3 estimadores propuestos representaron en mejor medida los cambios
observados en el entramado proteico. Ademds, esta técnica no presenta otras
desventajas asociadas a CLSM, como la necesidad de personal especializado para el

manejo del equipo, la utilizacion de marcadores fluorescentes, etc.
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3.1.2.2.1. Determinacion de las propiedades reoldgicas

Como se indica en el apartado 2.3.1.3, se promovid la gelificacion por adicion
de GDL (R 0,35) a una dispersion de SPI y a diferentes dispersiones de mezclas con
WSP para una concentracién de proteina total constante de 3% "/p a 35°C. Se registraron

los modulos G’ y G” en funcion del t y el pH de manera tal que se pudieron obtener las

siguientes graficas (Figura 3.16 Ay B).
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Figura 3.16. Variacion de G’ (simbolos llenos) y G** (simbolos vacios) en funcion del tiempo
(A) y del pH (B) una vez adicionada la GDL para SPI (e) y sus mezclas con WSP de 3 %Prot
total (%F/p) a diferentes relaciones proteicas SPI/WSP: (e) 2,25/0,75; (¢) 1,5/1,5y (#) 0,75/2,25.
R0.35. T 35°C.

A simple vista, puede observarse gque, al aumentar la proporcioén de WSP, los
tger SON Mas cortos. Esto también se evidencio para los sistemas mas diluidos (menor
tag), lo cual corroboraria que la presencia de WSP disminuye la estabilidad coloidal del
SPI y, por lo tanto, acelera el proceso de gelificacion acida. Por otro lado, también se
observaron G’max Cada vez mas pequefios, en correlacion con lo observado

anteriormente en lo que respecta a los valores de Dt En la tabla 3.7 se presentan los
valores obtenidos de tge;, pHgel y G’max para estos sistemas.
Tabla 3.7. Tiempo y pH al cual comienza la gelificacion (tg Y pHger), G’max durante gelificacion

de SPI y sus mezclas con WSP por accion de la GDL (R 0,35) a 35°C. La concentracion total
proteica fue de 3% para todos los sistemas.

SPI/WSP  tg (min) PHgel G'max (Pa)
3/0 16+1° 564+004 389+3"
2,25/0,75 10,4+05° 571+0,072° 275%6°
15/15 60+02° 58+0,1° 184 + 30°
0,75/2,25 5+1° 5,76 +0,02° 44 + 2°

(*) Valores expresados como promedio + desvio estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Al igual que lo observado en los sistemas diluidos y como se observara en las
imagenes digitales de la Figura 3.13, la presencia de los WSP aumenta la
desestabilizacion coloidal debido a la presencia de agregados (previo a la adicion de
GDL) de tamafio y cantidad cada vez mayor a medida que se incrementa la proporcion
de WSP.

Por otra parte, como se observa en la Figura 3.17, la velocidad de descenso
del pH para estos sistemas se ve afectada por la proporcién de SPl y WSP, de manera
tal que es cada vez mayor al aumentar la de WSP. Esto trae como consecuencia que el
aumento de pHge Sea significativo cuando la proporcion de WSP es el 50% en la
mezcla.

Ademas, la presencia de los WSP trae como consecuencia la disminucion del
grado de elasticidad de los geles acidos (menor G'nax). ES decir, que las proteinas del
suero que estarian formando agregados por interaccion con las proteinas de reserva que
forman los SPI, disminuirian las interacciones proteina-proteina entre estas Ultimas,
fundamentales para la formacion de la red de gel.

En conclusion, los geles acidos obtenidos son cada vez menos compactos, con
poros cada vez mas grandes y con menor elasticidad a medida que aumenta la

proporcion de WSP.
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Figura 3.17. Velocidad de descenso del pH durante la gelificacion &cida de SPI 3% (e) 0,5/0
y sus mezclas con WSP: (e) 2,25/0,75; (e) 1,5/1,5y (¢) 0,75/2,25. R 0,35, T 35°C.
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3.2. Evaluacién de las propiedades estructurales y funcionales de harinas
glicosiladas de soja
3.2.1. Caracterizacion de harinas glicosiladas de soja
3.2.1.1. Analisis de la harina de soja activa de partida

Con el fin de evaluar los efectos producidos por los tratamientos térmicos en
dispersion acuosa y en seco se realiz6, en primer lugar y a fines comparativos, una
caracterizacion de la harina de partida control (muestra F). La fraccion proteica fue
totalmente soluble en KOH 0,2% /5 presentando un valor de (51,9 + 1,2) % "/p, idéntico
al obtenido por el método de referencia para el dosaje de proteinas totales (Método de
Kjeldahl) y coherente con la composicién de la harina de soja en general. Sin embargo,
la solubilidad en agua fue de un 59% "/ de la obtenida en KOH. EIl proceso de
extraccion industrial de materia grasa utiliza un solvente organico como el n-hexano, el
cual induce agregacion de las proteinas de la soja. No obstante, los agregados estan
formados mayoritariamente por interacciones no covalentes y son facilmente
disociables en medio alcalino, explicando de esta manera la diferencia observada entre
ambas solubilidades.

Por otro lado, la harina activa presenté una AU igual a 2,0, una AA igual a

(559 £ 12) UTIl/mg y un contenido de Lys reactiva de 6,44 g/16gN. Los ensayos de
DSC de sus dispersiones concentradas sin tratamiento térmico indican que las
globulinas de reserva y las proteinas del suero de soja estan en estado nativo. La
existencia de una endoterma de desnaturalizacion, con temperatura de pico (Tp) de 77
°C, a la cual contribuye el KTI, esta de acuerdo con los altos valores obtenidos de AU y
AA.

3.2.1.2. Evaluacion del grado de glicosilacion sobre las propiedades estructurales
de las proteinas de soja en harina tratada
3.2.1.2.1. Influencia del estado de subdivision de la dispersién de harina de soja
frente a diferentes tratamientos térmicos

Los resultados mostrados en la Figura 3.18 para %LG, %S, y %Skon indican
que la glicosilacion fue notablemente influida por el estado de homogenizacion de la
dispersion. Independientemente de las condiciones de calentamiento, los valores
obtenidos para %LG mantuvieron la tendencia en el orden: dispersion V > dispersién U

> dispersion M.
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Figura 3.18. Solubilidad proteica en agua destilada y en 0,2% "/» KOH (A) y %LG (B)
correspondientes a muestras provenientes de dispersiones de diferente grado de subdivision
de harina de soja desgrasada tratada térmicamente en distintas condiciones.

Como se describié detalladamente en las secciones 1.2.2 y 1.2.1, la harina
desgrasada de soja activa contiene aproximadamente 50% de proteinas y 38% de
carbohidratos. Debido a esta composicidn, el tratamiento térmico de las dispersiones de
harina de soja induce reacciones de glicosilacién, en un grado que depende de la
temperatura y la HR pero también de la disponibilidad de proteinas y carbohidratos
dada por granulometria inicial de la muestra. La homogeneizacién favorece la
extraccion proteica de los cuerpos de inclusion, donde se encuentran las proteinas de
reserva mayoritarias en el grano (y harina) de soja.

Es importante destacar que a pesar de que los tratamientos térmicos
condujeron en la mayoria de los casos hacia una pérdida de Skon Y Sw, la disminucion
de %LG no es atribuible a una menor cantidad de proteina soluble debido a que cada
muestra fue solubilizada en su totalidad en una solucién SDS 1% F/y a 100°C para la

determinacion de LG (seccion 2.1.6). Por lo tanto, un aumento del grado de
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glicosilacion esta asociado al bloqueo de los grupos g-amino de residuos de Lys y, en
menor medida, al bloqueo de grupos a-amino terminales.

Con la homogeneizacion a valvula, que es la condicion de més alta energia de
ruptura y dispersion utilizada, se alcanzaron los valores promedio més altos de %LG
(24,9; 31,3 y 33,8 para VV-60/14, Vc-60/12 y Vc-60/24 respectivamente) (Figura 3.18B).
A similares condiciones de homogeneizacion, los valores de %LG fueron decreciendo a
menor tiempo de almacenamiento en HR controlada.

Respecto a las muestras tratadas, la solubilidad en agua fue notablemente baja
en las almacenadas a HR controlada (9-10% y 4-5% para 24 y 48 h de almacenamiento
respectivamente) con respecto a las muestras sin HR controlada (35-50%). Al ser
medida en KOH 0,2% /p, la solubilidad fue més baja (70-75% y 45-55% para 24 y 48 h
de almacenamiento respectivamente) frente a 95-100% para las muestras sin HR
controlada (Figura 3.18A). Para una misma condicion de homogeneizacion, se observo

una buena correlacion entre %LG y la solubilidad en ambos medios (Figura 3.19).
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Figura 3.19. Correlacion entre los porcentajes de solubilidad proteica y lisina glicosilada
en harina de soja tratada térmicamente en distintas condiciones iniciales de
homogenizacién. R* 0,76 y 0,75 para la correlacion lineal de solubilidad en agua (o) y en
KOH 0,2% "/, (m), respectivamente.

La reduccion de residuos de Lys reactiva por efecto de la glicosilacion es
menor a la disminucion de solubilidad en ambas condiciones (Figura 3.19). Este
resultado seria atribuible a la agregacion proteica por interacciones no covalentes y en
menor medida por intercambio -SH/-S-S-, dado que las condiciones de tratamiento
térmico no son lo suficientemente drasticas para favorecer la formacién de isopéptidos.

Sin embargo, de acuerdo a Araba y Dale (1990), una pérdida aproximada del 20% en la
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Skon puede considerarse aceptable, por lo que las muestras tratadas a 60°C y HR 79%
por 48 h (Mc, Uc y V¢ -60/48) tendrian un sobreprocesamiento térmico [111]. Ademas,
éstas Ultimas presentaron valores de contenido de Lys reactiva menores a 59/16 g N, el
valor minimo estipulado por el CAA (capitulo XIX, articulo 1407) [163].

Con el objetivo de evaluar el efecto de los tratamientos térmicos sobre el
grado de desnaturalizacién de las proteinas constituyentes de la harina, se llevaron a
cabo estudios de DSC.

Un termograma de dispersiones de harina de soja en agua destilada presenta
dos endotermas de desnaturalizacion bien definidas. La globulina 7S, el KT, la fraccion
mas termolabil del BBTI y otras proteinas minoritarias como la lipoxigenasa y o-
amilasa contribuyen a la endoterma de menor Tp, en tanto que la globulina 11S y la
lectina contribuyen a la endoterma de mayor Tp [13]. Ademas, Sorgentini y Wagner
(1999) mostraron que las globulinas de reserva, a diferencia de las proteinas del suero
de soja, tienen una estabilidad térmica fuertemente dependiente de la fuerza ionica, de
modo que si se calienta una dispersion de aislado de soja en una solucién de NaCl 1M,
las transiciones térmicas 7S y 11S se producen a 17,4 y 20,3°C, respectivamente, por
encima de las obtenidas en agua. En este contexto, la Figura 3.20 muestra para la harina

de partida control (F) las tres endotermas caracteristicas.
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Figura 3.20. Termograma obtenido por DSC de una dispersion 30%"/, de la muestra de
harina de soja control (F) en NaCl 1M.

Las dos endotermas de mayor Tp (~90 y ~110°C, aproximadamente)
corresponden a la desnaturalizacion térmica de las globulinas de reserva 7S y 118,
mientras que el pico de menor Tp (70-72 °C) corresponde mayoritariamente a la

desnaturalizacion del KTI. Dado que la estabilidad de las proteinas del suero de soja
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permanece inalterada a alta fuerza idnica, existe un solapamiento entre las endotermas
de desnaturalizacion de la globulina 7S y la lectina.

Para todas las muestras analizadas, no se observaron diferencias significativas
de las Tp, por lo que los procesos de agregacion y/o desnaturalizacion proteica no
producirian cambios en su estabilidad térmica (p > 0,05). Sin embargo, a pesar que el
analisis de los termogramas permitié corroborar que en todas las muestras se conservan
las endotermas correspondientes a 7S + lectina y 11S, se observé una reduccion de las
entalpias parciales (Areas Il y 111 respectivamente), en mayor grado en las muestras Vc-
60/24 y VVc-60/48 (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Entalpias de desnaturalizacién parcial (%AH,) obtenidas a partir de los termogramas
obtenidos por DSC para la muestra control F y las dispersiones acuosas de harinas de soja
glicosiladas en condiciones de HR controlada. Se consider6 como 100% AHg a los valores

obtenidos para la harina de partida F. El desvio estandar no supera el 5%.

[0)

Muestra Area | ﬁ(oréaH ijl Area 11

F 100 100 100
Uc-60/24 21,8 67,0 68,6
Uc-60/48 1,0 60,2 67,5
Mc-60/24 26,6 80,7 75,7
Mc-60/48 51 78,9 86,1
Vc-60/24 6,9 68,5 62,7
Vc-60/48 3,9 47,6 38,4

Si bien durante los tratamientos térmicos la temperatura no superé los 60 °C,
el tiempo prolongado de almacenamiento en condiciones de alta HR provoco la
desnaturalizacion parcial de las proteinas de reserva (Areas Il y Il1). Este fenémeno
donde proteinas naturalmente estables a la T de tratamiento demuestran un incremento
en el grado de desnaturalizacion, fue reportado por Liu y col. (2014) para sistemas
formados por proteinas de lactosuero y glucosa y fue atribuido exclusivamente a
procesos de glicosilacion proteica. Estos autores explican que la reduccién de AHq puede
deberse a la ruptura de fuerzas intramoleculares de las proteinas cuando éstas se unen
covalentemente a los azucares. Incluso, infieren que también ocurre un aumento en los
sitios hidrofébicos de la superficie proteica que promoveria la agregacion proteina-

proteina [77].
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Ademaés, se pudo observar que el menor grado de subdivision inicial de la
dispersion promovioé una mayor desnaturalizacion proteica en condiciones controladas
de HR, especialmente a las 48 h de tratamiento.

Por otra parte, el Area | (KTI-Ureasa) se redujo ampliamente, en un mayor
grado para las muestras tratadas en condiciones de HR controlada, y en mayor medida
para la muestra VVc-60/24 y todas las muestras tratadas a 48 h, lo cual indicaria una
avanzada desnaturalizacion del KTI a altos grados de glicosilacion.

Debido a la complejidad de la muestra y a las nuevas interacciones que
surgen durante los tratamientos térmicos, seria esperable que puedan detectarse
diferencias entre tratamientos mediante los espectros FTIR, fundamentalmente en las
bandas amida | y Il que son caracteristicas de proteinas [174]. Sobral y col. (2012)
observaron que el proceso de inactivacion industrial de la harina de soja desgrasada por
desolventizacion-tostado produjo una importante disminucion de intensidad en las
bandas de amida I y Il, a pesar de que la perdida de Lys reactiva fue menor al 5% y la
de la Skon de 14-18%, poniendo de manifiesto la sensibilidad de la técnica de FTIR
para cambios inducidos por tratamientos térmicos [175]. Ademas, otros autores han
demostrado que la reaccion de Maillard promueve una disminucion de la intensidad de
las bandas amida | y Il cuando se forman glicoconjugados entre
SPI/carboximetilcelulosa y proteinas de lactosuero/glucosa [77, 176]. En este contexto,
la Figura 3.21A muestra los espectros FTIR de las harinas homogeneizadas a alta
presion y tratadas térmicamente (V-60/14, V¢-60/24 y V¢-60/48) comparativamente con
el control F. Es en estas muestras tratadas con el método de homogeneizacion de mayor
energia, donde se observo la mayor pérdida de Sy Y Skon Y €l mayor %LG respecto a

aquellas tratadas por agitacion magnética y el dispositivo Ultraturrax.
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Figura 3.21. Espectros FTIR de obtenidos a partir de dispersiones 10%Prot de muestras
obtenidas con diferente grado de glicosilacion a partir de diferentes tratamientos térmicos
(A) y controles de dispersiones sin tratamiento térmico (B).
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Las muestras V-60/14, Vc-60/24 y Vc-60/48 exhibieron no sélo una
disminucidn significativa de la intensidad de las bandas de amida I y I, sino también un
solapamiento de ambas bandas, detectado en mayor medida en la muestra Vc-60/48.

Por otro lado, es importante destacar que la granulometria inicial de la
muestra en las dispersiones acuosas no tuvo efecto sobre la intensidad de las bandas de
amida | y Il dado que las muestras control (F) sometida a los tres métodos diferentes de
homogeneizacion propuestos en el presente trabajo (dispersiones M, U y V) exhibieron
espectros FTIR solapados (Figura 3.22B). Por lo tanto, este importante resultado refleja
que la técnica FTIR permite detectar sensiblemente los cambios producidos en la harina
de soja sometida a distintos tratamientos térmicos, de la misma manera que lo
informado por Sobral y col. (2012) en un trabajo previo [175].

Para lograr una mejor comparacion y analisis, los resultados obtenidos de las
AA 'y AU fueron relativizados al obtenido para la muestra de harina de partida F (100%
actividad) y se muestran en la Figura 3.22.
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Figura 3.22. Valores obtenidos de AA y AU de las muestras de harina glicosilada a partir
de dispersiones con diferente grado de subdivision y distintos tratamientos térmicos. Los
mismos estan relativizadas a la AA y AU de la muestra control F (100% AA y AU).

En general, las muestras tratadas a HR 79% durante 24 h son las que
presentaron una mayor inactivacion (disminucion de un 61-63% Yy 75-79% de AA y
AU respectivamente), independientemente del estado de subdivision inicial de la
dispersion de partida. Ademas, puede observarse que la inactivacion en las condiciones
ensayadas es sOlo parcial, siendo la AU mas afectada que la AA. Esto puede atribuirse
al BBTI, el cual es particularmente muy termoestable debido al elevado nimero de

residuos de cistina en su composicion aminoacidica (Tp por encima de los 110°C). Por
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otro lado, Sobral y col. (2011) mostraron que la Tp de KTI es superior a 150 °C cuando
el contenido de agua es menor a 10% F/p [177]. La presencia de BBTI y KTI residual
nativo en la muestra obtenida en las condiciones mas extremas (Vc-60/48) explica el
valor de AA residual, el cual a pesar de presentar un termograma con ausencia de la
endoterma a 70-72°C caracteristica del KTI, exhibe una AA cercana al 36%.

Los estudios de DSC realizados por Sorgentini y Wagner (1999) revelaron
que en agua destilada, el KTI purificado exhibe una Tp de 75 °C, en tanto que la ureasa
purificada posee una fraccién termolabil (Tp > 72 °C) y otra mas estable (Tp > 85 °C),
la cual seria responsable de la actividad ureasica residual observada [13]. Si bien, de
acuerdo Caskey y col. (1944) la actividad uredsica tolerable en términos comerciales se
encuentra en el rango 0,2-0,5 unidades de pH, el CAA permite un maximo de 0,3 [163,
178]. Todas las muestras ensayadas en este apartado no se lograron ajustar a estos
ualtimos requisitos, por lo que deberia aplicarse un tratamiento termico adicional por via

himeda para permitir la inactivacion del factor antitriptico de Kunitz.

3.2.1.2.2. Influencia de los tratamientos térmicos controlados de harina de soja
activa y sus dispersiones acuosas homogenizadas a alta velocidad

Con el objetivo de obtener un rango de harinas con diferente grado de
glicosilacion, evitando el sobreprocesamiento térmico pero a su vez promoviendo la
inactivacion de antinutrientes, se realizaron tratamientos a 60°C de la harina activa y a
sus dispersiones en agua destilada al 10% /> homogenizadas con el dispositivo de alta
velocidad, en condiciones de HR controlada (79%) y no controlada, a tiempos de
almacenamiento de 12, 24y 48 h.

La Figura 3.23 muestra los valores de Sy, Yy Skon de las harinas tratadas
térmicamente en seco (A) y en dispersion acuosa (B). Las muestras tratadas a HR no
controladas (U-60/12/24/48 y F-60/12/24/48) exhibieron valores de Skon cercanos a
100% independientemente del periodo de incubacion. A HR 79%, en cambio, se
observé una gradual pero significativa disminucién de Skon en funcién del tiempo de
almacenamiento (p < 0,05). Segn Whittle y Araba (1992), los ensayos de Skon exhiben
variabilidad en funcién de la granulometria de la muestra [179]. En el tratamiento en
seco las particulas no estan totalmente hidratadas, en tanto que en dispersion, el alto
contenido de agua asegura una total hidratacion sumada a la reduccion del tamafio
medio de las particulas por la homogeneizacion a alta velocidad. No obstante, no se

observaron importantes diferencias de Skon en funcion de las caracteristicas iniciales de
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la muestra sino en funcién del tratamiento térmico. Como era esperable, la Sw fue para
todas las muestras tratadas menor respecto a la Skon, l0 cual se atribuye a que s6lo hay
una solubilizacién parcial de las proteinas de la harina a pH cercano a la neutralidad (pH
6,4-6,7). No obstante, a excepcion de las muestras tratadas en seco a HR no controlada,
en todos los demas casos se observd una significativa disminucion de Sy en funcion del
periodo de incubacion (p < 0,05), por lo que estos tratamientos térmicos inducirian la

formacion de agregados insolubles por interacciones covalentes y/o no covalentes.
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Figura 3.23. Solubilidad proteica en agua (Sw) y en KOH 0,2% F/p (Skon) de harina
desgrasadas de soja (F) tratadas térmicamente a 60 °C en seco sin control de HR y a HR
79% por 12, 24 y 48 h (A) y en dispersién acuosa sin control de HR y a HR 79% por 12,
24y 48 h (B).

Un analisis comparativo en funcion del tipo de tratamiento térmico revela
que la Sy fue siempre menor a HR controlada (79%). Este valor se encuentra dentro del
rango optimo para que ocurra la reaccion de Maillard [1]. Dado que la Skon también fue
menor en esta condicion, un proceso de desnaturalizacion parcial y agregacion, que
también involucra reacciones de intercambio -SH/-S-S-, seria plausible para explicar los
cambios adicionales que tienen lugar a HR 79%. Como se indicara en el apartado
anterior, la endoterma de desnaturalizacion de KTI desaparecia casi completamente en
muestras que sufrieron extensiva glicosilacién, aun cuando la temperatura de

tratamiento fue moderada (60 °C).
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Por otra parte, en la Figura 3.24 se muestran los resultados obtenidos de
%LG.

E==3 sin control de HR A —A— tratamiento directo sin control de HR B
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Figura 3.24. Valores obtenidos de %LG de las diferentes muestras de harina de soja
obtenidas por diferentes tratamientos de la harina activa de partida (A) y en funcion del t de
almacenamiento (B).

En todas las condiciones se observo una tendencia hacia el incremento de LG
en funcion del periodo de incubacion. Sin embargo, las mayores diferencias de %LG en
funcion del tipo de tratamiento térmico se observaron en los ensayos en dispersion
acuosa. Segun Van Boekel (2001), el alto contenido inicial de agua disminuye la
velocidad de formacidn de productos de reordenamiento de Amadori y de reacciones de
condensacion que generan agua como producto en etapas posteriores de la reaccion de
Maillard [47]. En las dispersiones acuosas, durante la incubacion en condiciones no
controladas de HR, la HR es inicialmente muy alta y la reaccion de Maillard estaria
desfavorecida, lo cual explica el valor relativamente bajo de %LG desde las 12 h de
incubacion. Durante el tratamiento a HR controlada, la HR local inicial disminuye hasta
alcanzar un valor cercano al 79% vy en el transcurso del tiempo la glicosilacion se ve
favorecida. Luego de 48 horas de almacenamiento, la muestra Uc-60/48 exhibio el valor
méas elevado de %LG (>31%) y fue la Unica que presentd un sobreprocesamiento
térmico dado que la Skon fue menor a 80% ©/p (seccion 3.2.1.2.1). Ademas, el contenido
de Lys reactiva fue menor a 5g/16 g N, el valor minimo estipulado por el CAA.

Por otro lado, se observaron tendencias diferentes en los tratamientos
térmicos de las muestras en seco. A HR no controlada, las muestras exhibieron a valores
de %LG mas altos respecto a los de las muestras en dispersion, probablemente debido al
bajo porcentaje de humedad inicial de la harina de partida (< 10% /p). A HR 79%, los

valores de %LG fueron mas bajos que los correspondientes en dispersion, lo cual fue
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mas evidente luego de 48 h de tratamiento. Este resultado podria explicarse en funcion
de la granulometria inicial de la muestra. En este contexto, como se ha mostrado en la
seccion anterior, las dispersiones acuosas de la harina activa desgrasada sometidas a
homogeneizacion fueron mas susceptibles a la glicosilacion. Luego de 48 h de
incubacion, este factor contrarresta el efecto inhibidor del alto contenido acuoso inicial
de las dispersiones, el cual se manifiesta fundamentalmente en tiempos iniciales de
tratamiento.

Por otra parte, la Figura 3.25A muestra que, a HR no controlada, los valores
de AA de las dispersiones sometidas a tratamiento térmico fueron similares (p > 0,05) y,
si bien se observo una disminucion significativa, solo fue leve respecto a la AA de la
harina control. Ademas, la AU fue similar a la del control s6lo cuando el tratamiento
térmico se hizo directamente sobre la harina en seco (Figura 3.25B), disminuyendo
significativamente hasta un 40% en las dispersiones acuosas para todos los t de
tratamiento térmico (p < 0,05). Esta diferencia en la AU no tendria que ver directamente
con el grado de glicosilacion, sino mas bien con el grado de agregacion proteica
reflejado en los valores de Sy puesto a que las muestras tratadas en seco presentaron

valores de S,, mayores que las muestras obtenidas de las dispersiones (Figura 3.23).
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Figura 3.25. Valores obtenidos de AU y AA relativizados a los de la harina activa de
partida (100%) a partir de las muestras de harina de soja glicosiladas obtenidas por
tratamientos térmicos a 60°C a partir de dispersiones homogeneizadas con Ultraturrax (A) o
por tratamiento directo (B).

Para todos los casos en que las muestras fueron tratadas en condiciones de
HR 79% se observé una disminucion significativa de AA y AU, cada vez mayor a
medida que aumentd el t de almacenamiento. Este comportamiento puede atribuirse a
dos procesos que promueven la inactivacidn enzimatica por medio de cambios

estructurales y, por ende, la pérdida de la configuracion del sitio activo: formacion de
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agregados proteina-proteina (evidenciado por la aparicion de agregados insolubles
revelados por una disminucion de Sy, en la Figura 3.23) y glicosilacion proteica
(reflejado en los valores de %LG en la Figura 3.24).

La Tabla 3.9 muestra los valores de entalpia de desnaturalizacion parcial
obtenidos para las muestras de la harina activa tratada térmicamente, relativizados a los

valores AHq4 de la muestra de harina de soja de partida F (100%) para un mejor analisis.

Tabla 3.9. Entalpias de desnaturalizacién parcial (%AHg) de la muestra F y las muestras
obtenidas a partir de tratamientos directos. El desvio estandar no supera el 5%.

%AHy
Muestra —; p p
Areal Areall Arealll

F 100 100 100
Fc-60/12 100 72,0 79,1
Fc-60/24 53,0 72,1 83,5
Fc-60/48 44,3 76,2 92,0
F-60/12 87,7 64,2 82,1
F-60/24 85,8 52,9 72,2
F-60/48 81,3 70,4 88,0

Al igual que lo que ocurre para las muestras tratadas inicialmente en
dispersion (seccion 3.2.1.2.1), los parametros obtenidos por DSC indicaron que a mayor
grado de glicosilacion existe una disminucion de la entalpia total, no sélo por la
desnaturalizacion del KTI y la Ureasa, sino también de las fracciones 7S, lectina y 11S.
Ademas, se observd la disminucion de los valores de entalpia para el Area I,
responsable de la inactivacion parcial del KTI y la ureasa. Para las muestras tratadas a
HR controlada, los valores de %AHy disminuyeron hasta un valor residual menor al
50% luego de 48 h de tratamiento térmico. Por el contrario, para las harinas calentadas
sin control de HR, el %AH, del Area | disminuy6 aproximadamente un 14% a las 12 h,
observandose una leve disminucién adicional (~6%) al final del periodo de
calentamiento. Ademas se verificd que el tratamiento térmico directo de la harina sin
control de HR produce una deshidratacion casi total a partir de las 12 h de incubacion.
En estas condiciones, todos los procesos que dependen de la movilidad molecular, como
la desnaturalizacion y la agregacion, estan desfavorecidos, lo que explicaria no solo la
leve disminucion del %AHq del Area | que se produce a las 24 y 48 h de calentamiento,

sino también la ausencia de una tendencia definida para el %AHg de las Areas 11 y 11.
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El tratamiento a HR 79%, ademas de inducir la desnaturalizacion-agregacion
proteica (estudios de solubilidad y DSC) y un grado mas avanzado de glicosilacion,
promueve una significativa disminucion de AA y AU en funcién del tiempo de
tratamiento. Las modificaciones quimicas inducidas en estas condiciones son lo
suficientemente extensivas para producir la inactivacion parcial del KTI y la ureasa.
Ademas, como puede observarse en la Tabla 3.9, los valores del %AH, de las Area Il y
I11 se incrementaron con el tiempo de tratamiento, con un leve aumento asociado de las
Tp (datos no mostrados). Este resultado se atribuiria al hecho de que, a diferencia de lo
que sucede con la harina en dispersion, las globulinas 7S y 11S residen en los cuerpos
de inclusion durante el calentamiento. Las proteinas de reserva modificadas
quimicamente en esta condicion incrementarian levemente su estabilidad térmica a
medida que aumenta el tiempo de calentamiento. Este aumento de la estabilidad térmica
ya fue reportado por Liu y col. (2014) para las proteinas del suero lacteo glicosiladas

con glucosa [77].
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Figura 3.26. Espectros FTIR de muestras obtenidas a partir del tratamiento térmico sin control de
HR de dispersiones acuosas de harina homogeneizadas inicialmente con un dispositivo de alta
velocidad (A) o por tratamiento directo de la harina (B) y de muestras obtenidas a partir del
tratamiento térmico con control de HR de dispersiones acuosas de harina homogeneizadas
inicialmente con un dispositivo de alta velocidad (C) o por tratamiento directo de la harina (D).
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Al igual que en la seccion anterior (seccion 3.2.1.2.1), los estudios de FTIR
(Figura 3.26) demostraron que los cambios estructurales inducidos por los tratamientos
térmicos se revelaron por una menor intensidad y solapamiento de las bandas de Amida
I 'y Il, especialmente observado para las muestras tratadas en condiciones de humedad
relativa controlada (Figura 3.26C y D). Este solapamiento fue méas evidente para la
muestra sobreprocesada Uc-60/48 (Figura 3.26 C).

Si bien este comportamiento espectral demostr6 una buena correlacién con la
pérdida de Lys reactiva (%LG), también puede relacionarse a una pérdida de Sy, por lo
que no puede ser atribuible Unicamente al efecto de glicosilacidon proteica sino que
también a procesos de agregacion proteina-proteina, especialmente teniendo en cuenta
la baja relacién proteina:carbohidrato en los sistemas utilizados.

Con el objetivo de confirmar la presencia de agregados proteicos, se
realizaron corridas electroforéticas en medio desnaturalizante (SDS-PAGE) de las
dispersiones de muestras de harinas tratadas (muestras F-60/12/24/48 y Fc-60/12/24/48)
y del control F, en condiciones no reductoras. En la Figura 3.27A se muestra el

resultado obtenido para las muestras que presentaron la menor S,.
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Figura 3.27. SDS-PAGE de la muestra F (calle 1), MW (calle 2), y harinas glicosiladas en
condiciones de humedad controlada durante 12, 24 y 48 hj: muestra Fc-60/12 (calle 3), Fc-
60/24 (calle 4) y Fc-60/48 (calle 5) (A). Densitogramas de las calles de la muestra F
(control) y marcadores de PM (M) del SDS-PAGE en condiciones no reductoras (B).

Para todos los casos, las muestras presentaron siempre el mismo perfil

electroforético, identificAndose las fracciones proteicas tipicas de la harina de soja. A
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modo de ejemplo, en la Figura 3.27B, se muestra el densitograma de la muestra F y de
los marcadores de PM (MW). Como criterio para la determinacion de la movilidad
electroforética (Rf) se determind como cero (0) el comienzo del gel de concentracién y
se asignd el valor uno (1) al final del frente de corrida. A partir de los valores de PM y
Rf de los marcadores de PM se logré estimar el valor de los PM de las bandas de las
harinas de soja.

A elevados PM, entre los 80 y 66 KDa, se encuentran las bandas de las
subunidades o y o’ de la B-conglicinina (fraccion 7S). La subunidad AB de la globulina
hexamérica, la glicinina (fraccion 11S), se encuentra posicionada a un Rf~0,5 acorde a
su PM de ~56 KDa. A continuacion, se observa una banda tenue de 43 KDa que
corresponde a la subunidad B de la B-conglicinina. Como era esperable, también se
encuentran las bandas correspondientes a las proteinas del suero de soja (fraccion 2S).
La banda de 30 KDa corresponde a los mondémeros de la lectina (proteina
homotetramérica de 120 KDa) y alrededor de los 20 KDa se encuentra la banda
correspondiente al KTI. Es de destacar que las demas proteinas de soja son minoritarias
y no se logran detectar por SDS-PAGE. Inclusive, algunas son de muy bajo PM (como
el BBTI, de tan solo 8 KDa), por lo que también se dificulta su visualizacion por esta
técnica electroforética convencional.

En la parte superior de los geles de poliacrilamida, donde comienza tanto el
gel de concentracion como el de corrida (Figura 3.27 A, calles 1, 3, 4 y 5), puede
observarse la presencia de agregados proteicos de elevado PM. Para un mejor analisis,
es de especial importancia observar en detalle desde la parte superior de las calles de los
SDS-PAGE, donde comienza el gel de concentracion (Rf = 0). Es por ello que en la
Figura 3.28 se presentan los densitogramas obtenidos para todas las muestras que
sufrieron un tratamiento térmico directo.

En todos los densitogramas, pueden evidenciarse dos picos de una importante
densidad optica a Rf = 0 y 0,08 que indican el comienzo exacto de los geles de
concentracion y corrida, respectivamente. A Rf > 0,08 se puede observar la presencia
de agregados proteicos en mayor cantidad para las muestras de harinas glicosiladas en
condiciones de humedad controlada (Figura 3.28B) respecto de las tratadas en
condiciones de humedad no controlada (Figura 3.28A). En principio, estas bandas

podrian indicar la presencia de agregados responsables de la pérdida de S,,.
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Figura 3.28. Densitogramas de la parte superior de las calles del SDS-PAGE en
condiciones no reductoras de la muestra F (control) y harinas glicosiladas en condiciones
de humedad no controlada durante 12, 24 y 48 h (muestras F-60/12, F-60/24 y F-60/48
respectivamente) (A) y harinas glicosiladas en condiciones de humedad controlada durante
12, 24 y 48 hs (muestras Fc-60/12, Fc-60/24 y Fc-60/48 respectivamente) (B).

Con el objetivo de profundizar el estudio del perfil electroforético de las

proteinas componentes de las diferentes muestras, se realizaron SDS-PAGE en medio

no reductor de los sobrenadantes de las dispersiones centrifugadas para analizar las

proteinas solubles (seccion 2.1.9). Los resultados pueden observarse en la Figura 3.29.

1 2 3 4 5 6 7 8

80 KDa
66 KDa

35 KDa
25 KDa

Figura 3.29. SDS-PAGE de sobrenadantes de dispersiones de la muestra control F (calle 2) y
harinas glicosiladas en condiciones de humedad no controlada durante 12, 24 y 48 hs: muestra F-
60/12 (calle 3), F-60/24 (calle 4) y F-60/48 (calle 5), y en condiciones de humedad controlada:
muestra Fc-60/12 (calle 6), Fc-60/24 (calle 7) y Fc-60/48 (calle 8). Los marcadores de PM se
encuentran en la calle 1.
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Una de la principales diferencias que se pueden observar en comparacion con
los perfiles electroforéticos de las muestras sin centrifugar, es la pérdida total de la
presencia de los agregados en el gel de concentracion y la pérdida parcial de los
agregados en el comienzo del gel de corrida. Debido a que esto puedo observarse para
todas las muestras de harina, incluyendo la control, no resultarian ser de relevancia a la
hora de otorgar las propiedades diferenciadas. Por otro lado, puede evidenciarse una
pérdida de solubilidad proteica por disminucién de la intensidad de la mayoria de las
bandas en el orden calle 5 < calle 6 < calle 7. Esta observacién esta bien correlacionada
con la pérdida de Sy. Sin embargo, la banda correspondiente al KTl no acompafia esta
disminucién de intensidad, por lo que se infiriere g no estaria participando en gran
medida de la formacidn de agregados proteicos.

Por ultimo, se realizaron ensayos adicionales para analizar la naturaleza de la
interaccion entre los agregados proteicos observados a través de la realizacion de las
experiencias de SDS-PAGE en medio reductor (pB-mercaptoetanol), los cuales se

muestran en la Figura 3.30.

Figura 3.30. SDS-PAGE en medio reductor de dispersiones de la muestra control F (calle
1) y harinas glicosiladas en condiciones de humedad no controlada durante 12, 24 y 48 hs:
muestra F-60/12 (calle 2), F-60/24 (calle 3) y F-60/48 (calle 4), y en condiciones de
humedad controlada: muestra Fc-60/12 (calle 5), Fc-60/24 (calle 6) y Fc-60/48 (calle 7)
(A); y de los sobrenadantes de dispersiones de la muestra control F (calle 1) y de harinas
glicosiladas en condiciones de humedad no controlada durante 12, 24 y 48 hs: muestra F-
60/12 (calle 3), F-60/24 (calle 4) y F-60/48 (calle 5), y en condiciones de humedad
controlada: muestra Fc-60/12 (calle 6), Fc-60/24 (calle 7) y Fc-60/48 (calle 8). Los
marcadores de PM se encuentran en la calle 2 (B).

Si bien en todas las muestras ensayadas, incluida la muestra control F, se
evidencié la desaparicion de la presencia de agregados proteicos covalentes en el
comienzo del gel de concentracion y corrida debido a la reduccion de enlaces -S-S-, ésta

88



Resultados y discusion

fue sélo parcial para las muestras Fc-60/24 y Fc-60/48 (Figura 3.30A). Esto confirmaria
que los agregados proteicos estan formados por enlaces del tipo covalente, algunos de
naturaleza no disociable en medio reductor de acuerdo a las condiciones experimentales
detalladas en la secciobn 2.1.9. Por otro lado, cuando se realizaron corridas
electroforéticas en medio reductor de los sobrenadantes de las dispersiones, se observo
el mismo comportamiento que en las muestras en condiciones no reductoras, donde
existe una disminucion gradual de las bandas en el orden Fc-60/12 < Fc-60/24 < Fc-
60/48.

Los resultados obtenidos indican que fue factible obtener muestras de harinas
con diferente grado de glicosilacion y/o agregacion de sus proteinas constituyentes. Es
importante destacar que las reacciones a partir del estado solido, a través del tratamiento
térmico directo de la harina desgrasada activa de partida, son mas adecuadas desde un
punto de vista industrial. En este contexto, se seleccionaron las muestras F-60/12/24/48
y las muestras Fc-60/12/24/48 para ensayos de propiedades gelificantes y emulsionantes

que se describen a continuacion.

3.2.2. Analisis de las propiedades gelificantes de las harinas glicosiladas de soja
3.2.2.1. Evaluacion de las propiedades reologicas durante la formacion de geles
acidos y en el equilibrio

Para estudiar la capacidad de gelacion acida de las harinas glicosiladas se
seleccionaron 6 de las 24 muestras preparadas previamente: harinas desgrasadas
desolventizadas de soja almacenadas durante 12, 24 y 48 h a 60°C con control de HR
(79%) vy sin control de HR (muestras F-60/12, F-60/24, F-60/48 y Fc-60/12, Fc-60/24,
Fc-60/48 respectivamente). El criterio de seleccion utilizado tuvo como objetivo evaluar
el efecto del tiempo de almacenamiento en estufa a 60°C y HR, factores que afectan el
grado de glicosilacion y/o agregacion proteica, sobre la capacidad de formacion de geles
por adicion de GDL. La harina sin tratamiento térmico fue utilizada como muestra
control (muestra F).

Las dispersiones acuosas de las muestras seleccionadas y de la muestra control, a
excepcion de la muestra Fc-60/48, demostraron ser capaces de gelificar como resultado

final del proceso de acidificacién en las condiciones detalladas en la seccion 2.1.4.
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En la Figura 3.31A, a modo de ejemplo, se muestra la variacion del médulo
elastico (G”), el modulo viscoso (G’”) y el pH con el tiempo durante la formacion del
gel a 25 °C y R 0,5 para la muestra F (control). Por otro lado, se sabe que la
dependencia de los pardmetros reoldgicos con la frecuencia provee informacion sobre la
estructura del gel [180]. Es por ello que, para profundizar el analisis reolégico del gel
final obtenido, se realizaron barridos de frecuencia en el equilibro en el rango 0,1-10

Hz, como se muestra en la Figura 3.31B.
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Figura 3.31. Variacion de G’ (o), G** (o) y pH (V) en funcién del tiempo una vez
adicionada la GDL a una dispersion 3 %Prot de harina control F (A). Barrido de frecuencia

de0,1a10Hz (B). R=0,5y T=25°C

Para todas las muestras ensayadas, la variacion de tan & con la frecuencia
presentd la misma tendencia. Como se muestra para el control F (Figura 3.1B), tan o
aumenta al aumentar la frecuencia de oscilacion por encima de 1 Hz. Esto indica que, a
altas frecuencias, los geles presentan un menor G’, es decir, pierden caracter elastico.

A partir de los reogramas se obtuvieron los valores de t y pH de punto de gel (tge
Y PHgel respectivamente) asi como el valor G’max. L0S resultados se informan en la Tabla
3.10.

Como puede observarse, no se detectaron cambios significativos en el pHgg
durante la gelacion &cida de las dispersiones acuosas de las harinas glicosiladas y la
control, presentdndose un valor promedio de 5,63 = 0,09. En principio, esto indicaria
que cualquier posible cambio estructural inducido durante el tratamiento térmico en las
diferentes muestras, no produjo cambios apreciables en la estabilidad electrostatica de

las proteinas presentes en la harina de soja.
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Tabla 3.10. Resultados de tg, pHge Y G’ max Obtenidos para las harinas de soja glicosiladas y sin
glicosilar al 3% */p (proteina total) posterior a la adicion de GDL, R 0,5; T 25°C

Muestra tger (MiN) PHgel G’max (Pa)
F 14,4 £0,8%2 566 +0,022 159 + 6°
F-60/12  16,9+0,3* 55+0,22 176+ 20°
F-60/24 16,0 +0,03 567 +0,04* 180 + 10°
F-60/48  16,0+0,9* 556 +0,042 200 + 40°
Fc-60/12 155+0,1*° 57+0,1* 125+10°
Fc-60/24 19+4* 570+0,05 74+5°

Fc-60/48 ND' ND ND

(*) Valores expresados como promedio + desvio estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). *ND = no detectado.

Por otro lado, como se muestra en la Figura 3.32, la velocidad de descenso de pH
fue aproximadamente la misma para todas las muestras ensayadas, lo que explica que el

tger NO cambiara significativamente para las distintas muestras.

"o 20 40 60 80 100 120

t (min)

Figura 3.32. pH vs. t una vez adicionada GDL a dispersiones 3%Prot de harinas tratadas
térmicamente: (A) Fc-60/12; () Fc-60/24; (A) Fc-60/48; (o) F-60/12; (») F-60/24; (m) F-
60/48. () F (control). R 0,5 y T 25°C

A pesar de no haberse modificado la estabilidad electrostatica de las particulas
proteicas de todas las muestras, como fue demostrado por los valores de pHge, las
muestras Fc-60/12 y Fc-60/24 presentaron disminuciones significativas en sus valores
de G’ max en el orden Fc-60/12 < Fc-60/24 (Taba 3.10). Es importante destacar que estas
muestras, obtenidas a partir de tratamientos térmicos de la harina desgrasada activa en

condiciones de humedad controlada, fueron las que presentaron el mayor grado de
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glicosilacion, cada vez mayor al aumentar el t de tratamiento (Figura 3.24, seccion
3.2.1.2.2). Este aumento en el grado de glicosilacién puede evidenciarse ademés, como
se muestra en la Figura 3.33, como un aumento en la coloracion parda, caracteristico de
la presencia de melanoidinas, polimeros pardos de N que se producen en las Gltimas
etapas de la reaccién de Maillard.

Figura 3.33. Fotografias de muestras de harina de soja activa tratadas a 60°C en
condiciones de humedad no controlada: F-60/12 (A), F-60/24 (B), F-60/48 (C); y en 79%
HR: Fc-60/12 (D), Fc-60/24 (E), Fc-60/48 (F).

Como se ha mencionado anteriormente, la gelacién fria se basa en una primera
etapa de desnaturalizacion de una dispersion proteica a pH isoionico, donde se produce
un desplegamiento polipeptidico de manera tal de promover la exposicion de residuos
hidrofobicos al solvente y, por lo tanto, su disponibilidad para participar de
interacciones hidrofobicas. En el apartado 3.1.1.3 se explico que el calentamiento de
los SPI a pH isoiénico (6,8-7,5) resulta en la desnaturalizacién y formacioén de
complejos solubles entre la glicinina y la B-conglicinina, proteinas mayoritarias de la
harina de soja y, como consecuencia, los puentes disulfuro entre los polipéptidos acidos
y basicos de la glicinina se rompen produciendo la formacién de nuevos puentes
disulfuro entre los polipéptidos basicos de la glicinina y las subunidades B de la B-
conglicinina [170].

Ademas, como se ha demostrado en los apartados 3.1.2.1 y 3.1.2.2.1, el
calentamiento de dispersiones de aislados de estas globulinas (SPI) en presencia de
aislados de proteinas del suero de soja (WSP) también induce la formacion de
agregados proteicos, por lo que es de esperarse que estas Ultimas también participen en
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la interaccion con las globulinas de reserva durante el proceso de gelificacion &cida de
harinas de soja.

Campbell y col. (2009) han reportado que, a bajos pH, la red de gel se forma a
partir de agregados proteicos que involucran principalmente interacciones hidrofébicas
y formacién de puentes disulfuro [118]. Durante el descenso de pH, la formacion de
enlaces disulfuro entre residuos de cisteina se encuentra disminuida, por lo que los
procesos de agregacion y gelificacion posteriores se producen principalmente debido a
interacciones del tipo hidrofobicas. Como se muestra en la Tabla 3.10 y la Figura 3.24,
la disminucion del carécter elastico de los geles formados a partir de las muestras
glicosiladas en condiciones de humedad controlada esté estrechamente vinculada con la
disponibilidad de residuos de Lys. La unidn de polisacaridos a la estructura proteica
produciria un aumento de la hidrofilicidad superficial y, por lo tanto, una disminucion
de las interacciones hidrofobicas, lo que conduce a la formacion de geles mas débiles.

Por otra parte, la glicosilacion produciria un aumento en la estabilidad estérica
residual del sistema coloidal (por efecto osmotico y/o entrépico), inhibiendo la
reestructuracion y compactacion de la malla de gel. Esto se encuentra respaldado por
estudios de gelacion térmica de glicoconjugados formados a partir de aislados proteicos
de lactosuero con dextranos, donde se sugiere que el impedimento estérico debido a la
conjugacion podria debilitar la asociacion proteica mediante interacciones
principalmente del tipo hidrofobicas. Estos autores también hallaron valores de G’
significativamente menores respecto a la muestra control (sin glicosilar) [103, 181-182].
Para estos Ultimos sistemas, Spotti y col. (2013) han llegado a sugerir incluso que la
presencia de las melanoidinas formadas durante las Ultimas etapas de la reaccion de
Maillard interferirian también de alguna manera con las interacciones proteina-proteina,

produciéndose geles mas débiles [98].

3.2.2.2. Evaluacion de geles &cidos de harina de soja por CLSM

Como se describid en la seccion 2.3.2.2, se tomaron imagenes de las
dispersiones de harina de soja glicosiladas, luego del tratamiento térmico a 100°C y
antes de la adicion de GDL, tefiidas con Rodamina B utilizando CLSM. En una primera
instancia, al comparar la imagen de las dispersiones de la muestra F en modo de
transmisién y con el filtro rojo (Figura 3.34 Ay B respectivamente), puede evidenciarse
la potencialidad de esta técnica para observar sefiales especificas que indican la

presencia de proteinas, gracias a la coloracion del marcador fluorescente.
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(C) F-60/12

(D) F-60/24 (E)F-60/48 (F) F-60/48

(G) Fc-60/12 (H) Fc-60/24 (T) Fc-60/48

Figura 3.34. Imégenes obtenidas por CLSM de dispersiones acuosas de 3 %Prot de la muestra de
harina activa de partida (F) y las obtenidas por tratamiento térmico directo luego de ser sometidas
al tratamiento hidrotérmico (100°C, 5 min), previo a la adicién de GDL.

En general, en todas las imagenes se observan estructuras proteicas de
diferentes tamafios y/o grados de dispersion. Esto demuestra la elevada heterogeneidad
de las particulas que componen la harina desgrasada de soja. Durante su preparacion,
posteriormente a la molienda, se utilizé un tamiz de 500 um (seccion 2.1.3), por lo que
resulta esperable que no se observen particulas de mayor tamafio. Posiblemente las
particulas mas grandes con estructura de tipo “panal de abejas™ sean pequefias porciones
del grano con restos celulares del cotiledon. Este tipo de estructura se observa
claramente en la imagen obtenida con mayor resolucion para la muestra F-60/48 (Figura

3.34 F). Si bien esta heterogeneidad de tamafios puede ser observada en todas las
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dispersiones calentadas, puede notarse que en las muestras obtenidas en condiciones de
humedad controlada los tamafios mas grandes se vuelven mas predominantes respecto a
las muestras equivalentes obtenidas en condiciones de humedad no controlada. El caso
mas extremo es el de la muestra Fc-60/48 (Figura 3.34 ), donde préacticamente no
pueden observarse componentes proteicos pequefios, e incluso aparecen agregados de
gran tamafio que alcanzan los 100 pum.

Por lo tanto, existiria una correlacién negativa entre la distribucion de tamafios
de las particulas proteicas de las dispersiones y el caracter elastico de los geles
obtenidos (seccidn 3.2.3), acompafiado también de una disminucion de Sy, y un aumento
en el grado de glicosilacién (seccion 3.2.1.2). Los geles acidos de las muestras F-60/12,
F-60/24 y F-60/48 no presentaron cambios significativos de G’ nsx respecto a la muestra
control F (Tabla 3.10), asi como no pueden evidenciarse cambios notorios en los
tamafos de las particulas de sus dispersiones calentadas (Figura 3.34 C, D y E,
respectivamente).

En cambio, la disminucion de G’ msx (Tabla 3.10) en las muestras Fc-60/12 y
Fc-60/24 (Figura 3.34 G y H respectivamente), hasta la pérdida total de la capacidad de
formar un gel de la muestra Fc-60/48 (Figura 3.34 1), estaria asociada al aumento del
tamafo de los agregados proteicos. Estos ultimos no participarian en la formacion de la
red de gel, lograndose un entramado mucho mas débil, con una concomitante
disminucion en el carécter elastico de los mismos. Este fenOmeno estaria acompariado
del aumento en la estabilidad estérica residual del sistema coloidal ocasionado por la
glicosilacion proteica, desfavoreciéndose las interacciones hidrofébicas proteina-
proteina e inhibiendo la reestructuracién y compactacion del entramado proteico.

Es de destacar que el analisis de las imagenes obtenidas por CLSM para estas
dispersiones acuosas previo al tratamiento hidrotérmico (100°C, 5 min) no permitio
evidenciar cambios del tamafio medio de las particulas. Por lo tanto, el incremento del
tamafo observado en la Figura 3.34 pudo deberse exclusivamente a reacciones de
agregacion proteica debido al proceso de desnaturalizacién térmica ocurrido durante el
tratamiento hidrotérmico y favorecido por la glicosilacion.

Los geles acidos de harinas glicosiladas y la muestra control, obtenidos por
acidificacion con GDL, también fueron analizados por CLSM. En primer lugar, se
observé un gel de harina control F en las tres dimensiones, tomandose imagenes en el

plano xy a distintos cortes del eje z. A partir de las mismas, se construyo un stack. La
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Figura 3.35 muestra dos planos ubicados a alturas diferentes del pocillo donde se

encontraba el gel de la muestra F.

Figura 3.35. Stack de imagenes obtenidas por CLSM de un gel acido de la muestra F
(control) hacia la superficie superior (A) y hacia la superficie inferior (B) del pocillo.
3%Prot; R0,5y T 25°C.

La Figura 3.35A muestra una red de gel regularmente distribuida con la
presencia de un gran numero de agregados proteicos. Estos agregados son de mayor
tamano al situarse en la superficie inferior del gel (Figura 3.34 B). Aparentemente estos
agregados de alto peso molecular sedimentan en el transcurso del proceso de gelacion
de manera tal que se distribuyen preferencialmente en el fondo del pocillo de las placas.

En conclusidn, para una evaluacion comparativa adecuada de los geles acidos
de las diferentes muestras, las imagenes del plano xy fueron tomadas siempre a una
misma altura del pocillo (eje z). Estas imagenes se presentan en la Figura 3.36.

Se puede observar el gel formado a partir de la muestra control F (Figuras
3.35A y 3.36A), el cual mostré una malla de gel proteico con un entramado regular, al
igual que los geles de las muestras F-60/12, F-60/24 y F-60/48 (Figura 3.36 B, Cy D
respectivamente). Sin embargo, los geles de las muestras Fc-60/12 y Fc-60/24 (Figura
3.36 E y F respectivamente) evidencian una red de gel cada vez mas abierta y

discontinua, casi imperceptible en las imagenes obtenidas por CLSM.
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(B) F-60/12 (C) F-60/24

(D) F-60/48 (E) Fc-60/12 (F) Fc-60/24

Figura 3.36. Imagenes obtenidas por CLSM a partir de geles &cidos de harina control F (A)
y de harinas obtenidas por tratamiento térmico directo a 60°C en condiciones de HR no
controlada: F-60/12 (B), F-60/24 (C), F-60/48 (D) y en 79% HR: Fc-60/12 (E), Fc-60/24
(F). 3%Prot; R0O,5y T 25°C.

3.2.3. Evaluacién de las propiedades emulsionantes de harinas glicosiladas

Se analiz6 la formacion y estabilidad de emulsiones O/W preparadas con
dispersiones acuosas de harinas de soja sin glicosilar (F) y glicosiladas en condiciones
de humedad relativa no controlada y controlada (muestras F-60/24 y Fc-60/24) a pH 7,0
y 3,5. Como se informé anteriormente (seccion 3.2.1.2.2), las muestras F-60/24 y Fc-
60/24 exhiben importantes diferencias estructurales evidenciadas en los distintos valores
asumidos por los pardmetros evaluados, como por ejemplo, el grado de
desnaturalizacion (DSC), AA, AU vy la pérdida de Lys reactiva (%LG).

3.2.3.1. Solubilidad y tamafio de particula de las dispersiones utilizadas para
preparar las emulsiones O/W

Debido a la composicion compleja de la harina de soja (seccion 1.2) y a que los
polisacaridos insolubles no se eliminaron al preparar las dispersiones acuosas, las
mismas tienen una fraccién soluble y otra insoluble, con una composicion relativa
diferente en funcion del pH. Por tal motivo, antes de abordar el estudio de la formacion

y estabilidad de las emulsiones, se analizé la influencia del método de
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dispersién/homogeneizacion en la solubilidad proteica y la distribucion de tamafio de
particula de la fraccion insoluble de las dispersiones acuosas utilizadas para preparar las
emulsiones. Los tratamientos de dispersion realizados a pH 7,0 y 3,5 fueron: 1)
homogeneizacion a alta velocidad y 1) homogeneizacion a alta velocidad con un
tratamiento adicional de alta presion (HPH).

Como puede observarse en la Figura 3.37, la solubilidad proteica a pH 7,0 fue
significativamente mayor que a pH 3,5 en todas las muestras ensayadas,
independientemente del tratamiento de dispersion realizado. Este resultado es
consistente con la insolubilizacion de las proteinas de reserva de soja (glicinina y B-
conglicinina) en medio &cido, dado que éstas exhiben una minima solubilidad en el

punto isoeléctrico (pH 4,5) y una baja solubilidad en el rango de pH 3,0-5,0.
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Figura 3.37. Solubilidad proteica de las dispersiones preparadas a partir de la muestra
control sin glicosilar (Muestra F) y a partir de las muestras tratadas a 60°C por 24 h, sin
control de humedad y con control de 79% humedad (muestras F-60/24 y Fc-60/24,
respectivamente) a pH 7,0 y 3,5, sin y con tratamiento HPH.

No obstante, a pH 7,0, el tratamiento adicional HPH increment6 la solubilidad
proteica de todas las muestras, siendo especialmente evidente en la harina glicosilada en
condiciones de humedad relativa controlada (Fc-60/24). En cambio, a pH 3,5, el
tratamiento HPH no tuvo un efecto significativo sobre la solubilidad proteica. Es
altamente probable que en medio acido, mas alld de las modificaciones quimicas

sufridas por las proteinas durante los tratamientos térmicos, las proteinas de reserva
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constituirian principalmente la fraccion proteica de agregados insolubles y las proteinas
del suero de soja contribuirian casi por completo a la solubilidad observada en
condiciones acidas.

La distribucién de tamafio de particula (DTP) de la muestra F a pH 7,0 y sin
tratamiento HPH fue multimodal, con un ancho pico principal que estaria formado por
dos poblaciones diferentes solapadas y una importante fraccion del volumen total
disperso en particulas mayores a 100 um (Figura 3.38). No se observaron cambios
apreciables en la DTP de las dispersiones correspondientes a las muestras F-60/24 y Fc-
60/24.
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Figura 3.38. Distribucion de tamarfio de particula de las dispersiones F, F-60/24 y Fc-60/24
apH 7,0 (A)y3,5(B), cony sin tratamiento HPH.

Cuando estas dispersiones se trataron por HPH, las DTP exhibieron un carécter
multimodal, con una moda principal en el rango 19-22 pum. La dispersion F exhibié la
totalidad del volumen disperso en particulas menores a 100 pum, en tanto que para las
muestras glicosiladas se observé una poblacion minoritaria con didmetros superiores a
100 um. Evidentemente, el tratamiento de homogeneizacion con un dispositivo de alta
energia disociaria agregados existentes en las dispersiones.

A pH 3,5, se genera una nueva poblacién de particulas insolubles que son
evidenciadas en el andlisis de las DTP obtenidas con el dispositivo de difraccidn laser.
Como se mencion6 anteriormente, este hecho se atribuye a la disminucion de
solubilidad debido a la desestabilizacion electrostatica de las globulinas de reserva. En
la dispersion de la muestra F tratada s6lo por homogeneizacion de alta velocidad, la
DTP exhibi6 un caracter multimodal similar a la de pH 7,0. No obstante, el

solapamiento de las dos poblaciones principales de particulas (16 y 80 um) fue mas
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evidente en este caso, revelandose ademas la presencia de una poblacion minoritaria de
particulas menores a 1 um. Para la muestra F-60/24 se observaron perfiles similares a
ambos pH. Respecto a las dispersiones preparadas con Fc-60/24, a pH 7,0 la DTP fue
claramente multimodal, en tanto que a pH 3,5 se observé una poblacién mayoritaria con
una moda cercana a 35 um. Al analizar comparativamente las tres dispersiones en
medio &cido las DTP fueron diferentes, aunque no se observaron diferencias
significativas en los didmetros promedio D43 (p > 0,05).

Al igual que a pH 7,0, el tratamiento HPH redujo notablemente el tamafio de las
particulas insolubles dispersas en medio &cido. Todas las DTP exhibieron un pico
principal (moda ~ 19 um) y dos poblaciones minoritarias de particulas menores a 1 um
y mayores a 100 um, respectivamente. Este comportamiento fue consistente con los
didmetros promedio D3, que fueron significativamente inferiores cuando las
dispersiones acuosas se trataron por HPH, tanto a pH 3,5 como a pH 7,0 (p < 0,05,
Figura 3.39).
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Figura 3.39. Didmetro promedio D, 3 de las dispersiones a pH 7,0 y 3,5 preparadas con las
muestras F, F-60/24 y Fc-60/24, con y sin tratamiento HPH.
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3.2.3.2. Evaluacion de la formacion y estabilidad de emulsiones O/W

En la Figura 3.40A y B se muestran las DTP de las emulsiones iniciales
preparadas a partir de dispersiones sin y con tratamiento HPH, respectivamente.
Independientemente del tratamiento de homogeneizacion, la principal poblacién de
particulas de las emulsiones a pH 3,5 exhibi6 modas superiores respecto a las
preparadas a pH 7,0. Esto se atribuiria a la menor concentracion de proteina soluble de
la dispersion en medio acido y que los agregados solubles que podrian adsorberse en la
interfase, no tienen la capacidad de estabilizar electrostaticamente a las gotas.
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Figura 3.40. Distribucion de tamafio de particula de las emulsiones iniciales preparadas a
partir de las dispersiones a pH 7,0 y 3,5 de las muestras F, F-60/24 y Fc-60/24 con (A) y sin
(B) tratamiento HPH.

Ademas, puede observarse que el tratamiento HPH promovié la formacion de
emulsiones con DTP cuyas modas estdn desplazadas hacia menores tamafios de
particulas a ambos pH. Esto se deberia a que el tratamiento HPH de las dispersiones
induce la disociacién de los agregados preexistentes y, en el caso particular de pH 7,0,
al incremento de la concentracion de proteina soluble (Figura 3.37).

En la Figura 3.41 se muestran los didmetros promedio D3 de las emulsiones
iniciales a pH 7,0 y 3,5 preparadas con dispersiones (F, F-60/24 y Fc-60/24) sin y con
tratamiento HPH. Los resultados refuerzan lo explicado en el parrafo anterior, ademas
de revelar que las emulsiones obtenidas a pH 7,0 y con tratamiento HPH exhibieron los
valores méas bajos de D,3. Es importante destacar que a pH 3,5, no se observaron
cambios en la solubilidad proteica de las dispersiones como consecuencia del
tratamiento HPH (Figura 3.37). La disminucién de D43 se atribuiria a la presencia de

agregados mas pequefios que los presentes en las dispersiones sin tratamiento HPH, que
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tendrian mayor capacidad de adsorberse en la interfase agua/aceite durante la
preparacion de las emulsiones. A modo de ejemplo, se muestran fotografias digitales de
la emulsion F en las cuatro condiciones ensayadas, donde se puede observar la presencia
de agregados en la fase continua y el mayor diametro de las gotas en medio &cido.
Ademas, a pH 3,5, las emulsiones Fc-60/24 presentaron los mayores valores de Dy 3, €S

decir, la menor capacidad de las proteinas glicosiladas para adsorberse en la interfase

agua/aceite.
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Figura 3.41. Diametro promedio D43 (Um) de las emulsiones iniciales preparadas a partir
de dispersiones de las muestras F, F-60/24 y Fc-60/24 preparadas a pH 7,0 y 3,5, con y sin
tratamiento HPH.

Por otra parte, la Figura 3.42 muestra las DTP de las emulsiones luego de 24 h
de almacenamiento estacionario, obtenidas a partir de dispersiones con y sin tratamiento
HPH (A y B, respectivamente). En principio, se observo la misma tendencia general
respecto a la observada en las emulsiones iniciales (Figuras 3.40 y 3.41). En las
emulsiones preparadas con dispersiones acidas sin tratamiento HPH, la moda de la DTP
se incrementé para la muestra Fc-60/24, lo cual seria consistente con una
desestabilizacion por coalescencia. No obstante, cuando las dispersiones acidas se
trataron por HPH, las emulsiones resultantes evidenciaron DTP bimodales y similares
entre si, pero con una disminucién mas evidente en los valores de D, 3 para las muestras

glicosiladas. De hecho, las emulsiones F-60/24 y Fc-60/24 exhibieron valores de Dy3
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levemente inferiores respecto al de la preparada con la muestra control (Figura 3.43). A
pH 7,0 los valores de D43 de las emulsiones almacenadas no exhibieron diferencias
significativas respecto a los de las iniciales. Este comportamiento se evidencio para las
preparadas con dispersiones sin y con HPH, en concordancia con la similitud de las
correspondientes DTP (Figuras 3.40y 3.42).
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Figura 3.42. Distribucién de tamafio de particula de las emulsiones obtenidas a partir de
dispersiones F, F-60/24 y Fc-60/24 a pH 7,0 y 3,5 con (A) y sin (B) tratamiento HPH luego
de 24 h de almacenamiento estacionario.
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Figura 3.43. Didmetro promedio D4,3 de las emulsiones preparadas a partir de
dispersiones de F, F-60/24 y Fc-60/24 a pH 7,0 y 3,5, con y sin homogeneizacion previa
HPH, luego de ser almacenadas 24 h de manera estacionaria.

Es importante destacar que, de acuerdo al método de homogenizacion empleado
para la preparacion de las emulsiones y las modas de las poblaciones mayoritarias de
particulas (en todos los casos > 10 um), es esperable que durante el almacenamiento

estacionario se produzca separacion gravitacional.
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La cinética de cremado de las emulsiones, obtenida por ensayos directos de
observacion visual y los correspondientes IC a las 24 h se muestran en la Figura 3.44.
Para las emulsiones preparadas con las dispersiones sin tratamiento de HPH, el grado de
desestabilizacion fue superior para la muestra Fc-60/24, siendo este hecho claramente
evidente a pH 3,5. A 24 h, el IC mostré el orden Fc-60/24 > F-60/24 > F (Figura 3.44 A
y B). La desestabilizacion de la emulsion Fc-60/24 fue consistente con un mayor valor
de D43 fundamentalmente a las 24 h de almacenamiento estacionario (Figura 3.43).
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Figura 3.44. indice de cremado (IC) en funcion del t (h) para las emulsiones preparadas a
partir de las dispersiones de F, F-60/24 y Fc-60/24 preparadas a pH 7,0 (A) y 3,5 (B) y las
homogeneizadas por HPH a pH 7,0 (C) y 3,5 (D).

Respecto a las emulsiones obtenidas a partir de dispersiones tratadas por HPH,
el grado de desestabilizacién por cremado fue similar a pH 7,0: a las 24 h, el IC no
mostro diferencias significativas para todas las muestras (p > 0,05, Figura 3.44C). Sin

embargo, a pH 3,5, se observo un notable incremento de la estabilidad de las emulsiones
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Fc-60/24 durante el tiempo de observacion, fundamentalmente al inicio del
almacenamiento. De todos modos, a las 24 h el IC de la emulsiéon mencionada fue
significativamente menor al de las otras muestras (p < 0,05, Figura 3.44D).

Como se menciond anteriormente, tanto a pH 3,5 como a pH 7,0 se observaron
agregados en la fase acuosa continua de las emulsiones iniciales (Figura 3.41). Sin
embargo, como se observa en la Figura 3.45, a pH neutro, los agregados sedimentan
durante el almacenamiento de las emulsiones y por lo tanto, se separan de la fase oleosa
dispersa. Por el contrario, en medio acido los agregados migran conjuntamente con las
gotas de aceite durante el cremado. Este hecho se atribuiria a la desestabilizacién
electrostética proteica, consistente con una mayor interaccion entre los agregados de la
fase acuosa y los adsorbidos en la interfase agua/aceite. Sin embargo, el tratamiento
HPH disminuiria el tamafio de los agregados, facilitando su adsorcién en la interfase

agua/aceite aumentando asi la estabilidad frente al cremado.

Figura 3.45. Iméagenes tomadas de emulsiones almacenadas de manera estacionaria durante
24 h obtenidas a partir de dispersiones de muestras F (A), F-60/24 (B) y Fc-60/24 (C)
preparadas a pH 7,0 (arriba) y 3,5 (abajo) homogeneizadas por HPH.

Los resultados precedentes indicarian que la combinacién de la glicosilacién en
condiciones de humedad relativa controlada con el tratamiento HPH, mejora la
estabilidad de las emulsiones O/W preparadas con harinas de soja en medio acido,
donde la solubilidad de sus principales proteinas, las globulinas de reserva, es
notablemente reducida.
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Por otra parte, se han publicado diversos trabajos donde se comprueba que, en
determinadas condiciones, las particulas insolubles son capaces de adsorberse en la
interfase aceite/agua de emulsiones O/W creando una barrera mecanica que previene la
coalescencia mediante un efecto estérico [183-185]. Este tipo de estabilizacion fue
denominada Pickering [186] y seria consistente con la estabilizacion observada para la
dispersion &cida de la muestra Fc-60/24 homogeneizada por el tratamiento HPH. La
combinacion entre la formacion de agregados méas pequefios y una mayor hidrofilicidad
que compensa las atracciones hidrofébicas (glicosilacion proteica), permitiria una mejor
adsorcion y acomodamiento en la interfase agua/aceite, previniendo la coalescencia de

las gotas de aceite por un mecanismo de repulsion estérica.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES

Las proteinas globulares que constituyen los SPI pueden formar agregados o
asociaciones estables y solubles por calentamiento de la solucion proteica a pH lejano al
punto isoeléctrico e inmediato enfriamiento de la muestra. Estas suspensiones pueden
agregar o gelificar, segun la concentracion de las mismas, por pérdida de su estabilidad
electrostéatica inducida por la glucono-é-lactona.

En todos los casos estudiados, pudo observarse la existencia de dos etapas bien
definidas durante la acidificacion. En la primera etapa, mas lenta, hay un proceso de
disociacién de las particulas proteicas y/o un cambio conformacional, seguida por la
segunda etapa mas rapida de formacion de los agregados, que crecen en tamafo hasta
formar una red o malla de gel. EI grado de compactacion de dicha malla o red esta
vinculado principalmente con la velocidad de acidificacion. Dicha compactacion
demostro ser maxima a los 25°C, tanto para los sistemas diluidos como para los
sistemas méas concentrados. La temperatura estaria afectando al caracter elastico final de
los geles a través de la competencia entre dos procesos que ocurren simultaneamente y
que involucran a la velocidad de gelacién y a las interacciones hidrofobicas.

La adicién de WSP a los SPI induce la asociacion de las particulas proteicas,
formandose microparticulas de tamafio cada vez mayor a medida que aumenta la
fraccidn masica proteica de WSP. Esto conduce a un aumento de la velocidad de
agregacion inducida por la adicion de GDL. Teniendo en cuenta que el WSP no agrega
al disminuir el pH, la disminucion del tiempo y el aumento del pH a los cuales
comienza la agregacion estaria en un principio vinculada con una disminucion de la
estabilidad electrostatica de los SPI al interaccionar con el WSP a cantidades proteicas
de WSP > 75% y > 50% para sistemas diluidos y concentrados respectivamente. Esto
trae como consecuencia la formacion de agregados o geles menos compactos. Esto
altimo pudo confirmarse a través de andlisis de imagenes tomadas por microscopia
confocal y convencional.

Por lo tanto, fue posible obtener agregados y geles con caracteristicas
estructurales diferentes controlando el estado inicial de las muestras proteicas, el tipo y
proporcion de cosoluto y la velocidad del proceso de agregacidn/gelacién (control de la
temperatura).

La glicosilacién de harinas de soja desgrasada usando los propios carbohidratos

de soja fue factible y los resultados exhibidos constituyen un punto de partida para
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trabajos posteriores. Si bien los tratamientos térmicos indujeron una pérdida de lisina,
este amino&cido no es limitante en la harina de soja y, salvo en algunas excepciones, el
contenido de lisina reactiva fue mayor a 5g/16 g N, el minimo estipulado por el Cdigo
Alimentario Argentino. Ademas, los tratamientos de glicosilacion fueron acompafiados
de formacién de agregados insolubles en agua e KOH 0,2% /s, pérdida parcial de
actividad ureasa y antitriptica y desnaturalizacion parcial de sus proteinas componentes.
La espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier permitié detectar cambios
estructurales en las muestras por efecto del tratamiento térmico. El grado de agregacion
proteica se podria minimizar a través de modificaciones en la temperatura, HR y la
relacion proteinas/hidratos de carbono. Ademas, en las condiciones ensayadas en este
trabajo, deberia aplicarse un tratamiento térmico adicional por via himeda para permitir
la inactivacion adecuada del factor antitriptico de Kunitz.

Los resultados de SDS-PAGE corroboraron la presencia de los agregados de alto
peso molecular, indicando una distribucion de tamarios diferente y discreta para el caso
de las muestras obtenidas en condiciones de humedad controlada (de mayor grado de
glicosilacion y agregacion). Estos agregados de naturaleza covalente demostraron ser
incluso bastante estables en medio reductor.

Las proteinas presentes en la harina de soja, glicosiladas con los carbohidratos
de origen por tratamientos térmicos directos, no modificaron su estabilidad
electrostatica durante la formacion de geles acidos. Sin embargo, las muestras obtenidas
en condiciones controladas de humedad presentaron cambios significativos en sus
valores de modulo elastico al final del proceso de acidificacién. A medida que aumentd
el tiempo de tratamiento, mayor fue la pérdida del caracter elastico, llegando incluso a
la pérdida total de la capacidad de formar geles después de las 48 h de tratamiento
previo. Estas muestras fueron las que presentaron el mayor grado de glicosilacion, lo
que produciria un aumento de la hidrofilicidad superficial y, por lo tanto, una
disminucion de las interacciones hidrofébicas, conduciendo a la formacion de geles
cada vez mas débiles. Ademas, la glicosilacion produciria aumento en la estabilidad
estérica residual del sistema coloidal inhibiendo la reestructuracién y compactacion de
la red de gel.

Por otro lado, a través del andlisis de las imagenes digitales obtenidas por
microscopia confocal de las dispersiones que formaron geles &cidos con disminucién de
caracter elastico, se observd la presencia de agregados de tamafio heterogéneo,

predominando la presencia de agregados cada vez mas grandes. Estos ultimos no
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participarian en la red de gel, como se observa en las imagenes de los geles &cidos,
observandose un entramado menos interconectado, evidenciado por una red de gel cada
mas abierta y discontinua. Este mismo fendmeno contribuiria a explicar el
comportamiento de mezclas SPI/WSP frente a la agregacion y gelacion acida. A medida
que aumenta la proporcion de WSP en la mezcla se formaron agregados de mayor
tamafio, conduciendo a la formacién de geles cada vez menos elasticos. Ademas, el
aumento de la cantidad relativa de una glicoproteina naturalmente presente en el suero
de soja, como la lectina, contribuiria a la desestabilizacion de los agregados formados
durante el tratamiento hidrotérmico debido a la hidrofilicidad aportada por los
carbohidratos conjugados en su estructura proteica.

Con respecto a las propiedades emulsificantes de la harina control y las harinas
glicosiladas, el tratamiento previo de las dispersiones utilizando un homogeneizador a
valvula de alta presion fue fundamental para la disociacion de los agregados
preexistentes, tanto a pH 7,0 como a pH 3,5. Las emulsiones O/W preparadas con
dispersiones previamente tratadas por alta presion, exhibieron menores tamarios
promedio de particula respecto a aquellas preparadas con las mismas dispersiones sin el
tratamiento mencionado. Este resultado, observado a ambos pH, seria consistente con
una mayor capacidad de los agregados de adsorberse en la interfase agua/aceite durante
el proceso de homogeneizacion.

Es importante destacar que, de acuerdo al método de homogeneizacion
empleado para la preparacion de las emulsiones y la proporcion relativamente baja de
fase oleosa, es esperable que todas exhiban separacion gravitacional durante el
almacenamiento estacionario, dado que las modas de las poblaciones principales de
particulas fueron siempre superiores a 10 um. No obstante, a pH 7,0 los agregados
insolubles no adsorbidos en la interfase sedimentaron hacia la parte inferior del
recipiente en tanto que a pH 3,5, éstos migraron hacia la fase superior conjuntamente
con las gotas de la emulsion. Este hecho se atribuiria a la desestabilizacion electrostatica
proteica, consistente en una mayor interaccion entre los agregados presentes en la fase
acuosa y los adsorbidos en la interfase agua/aceite.

En medio &cido, la combinacion del tratamiento térmico de la harina en
condiciones de humedad relativa controlada y la homogeneizacion por alta presion de la
dispersion acuosa fueron necesarias para el incremento de la estabilidad frente al
cremado y la coalescencia de las emulsiones resultantes. La presencia de agregados mas

pequefios en la dispersion permite una mejor adsorcién y acomodamiento en la interfase
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Conclusiones

agua/aceite y las modificaciones quimicas como la glicosilacion proteica aseguran una
adecuada estabilizacion por repulsion estérica, que compensa la atraccion hidrofobica
evitando la coalescencia durante el almacenamiento estacionario. Este mecanismo de
estabilizacién interfacial por repulsion estérica es consistente con el fendmeno de
Pickering, observado en emulsiones O/W estabilizadas con particulas insolubles y
activas superficialmente.

La utilizacion de harinas desgrasadas de soja para la preparacion emulsiones
O/W en medio acido, dentro del rango de pH de interés alimentario, seria factible
siempre que se utilice un método de homogeneizacién de alta energia que reduzca
convenientemente el tamafio de los agregados insolubles. Ademas, un tratamiento de
glicosilacion controlada asegura un incremento de la hidrofilicidad por la conjugacion
con hidratos de carbono favoreciendo la estabilizacion por repulsion estérica.

Los resultados demuestran que cuando se desean elaborar nuevos ingredientes
funcionales compuestos por proteinas de reserva y de suero de soja con distintos grados
de glicosilacion, empleando los propios hidratos de carbono reductores presentes en las
materias primas de partida, pueden ocurrir paralelamente procesos de agregacion
proteica. Ambos procesos de agregacion y/o glicosilacion influyen significativamente
sobre diversas propiedades tecnofuncionales como la solubilidad proteica, la gelacion
acida y el poder emulsificante. Por lo tanto, los resultados presentados en esta tesis
constituyen una base para futuras investigaciones y el desarrollo de productos
alimenticios con caracteristicas organolépticas optimizadas utilizando a las proteinas de

soja como ingredientes y/o aditivos.
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