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Es verdad; pues reprimamos
esta fiera condicioén
esta furia, esta ambicion,
por si alguna vez sofiamos:

y si haremos, pues estamos
en un mundo tan singular,
que el vivir so6lo es soflar;

y la experiencia me ensefia
que el hombre que vive, suefla
lo que es hasta dispertar.
Suefia el rey que es rey, y vive
con este engafio mandando,
disponiendo y gobernando;
y este aplauso, que recibe
prestado en el viento escribe;
y en cenizas le convierte
la muerte (jdesdicha fuerte!):
;que hay quien intente reinar,
viendo que ha de dispertar
en el suefio de la muerte?
Suefia el rico en su riqueza,
que mas cuidados le ofrece;
suefla el pobre que padece
su miseria y su pobreza:
suefla el que afana y pretende,
suefla el que agravia y ofende,
y en el mundo en conclusion,
todos suefian lo que son,
aunque ninguno lo entiende.
Yo sueflo que estoy aqui
destas prisiones cargado,

y sofié que en otro estado
mas lisonjero me vi.
;Qué es la vida? Un frenesi.
;Qué es la vida? Una ilusién,
una sombra, una ficcion,
y el mayor bien es pequeilo;
que toda la vida es sueilo,
y los suefios, suefios son.

La vida es suefio (Calderén de 1a Barca)
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Introduccion

1.1 La soja. Antecedentes

La soja (Glycine max) es una especie de la familia de las leguminosas y como tal, los
granos se desarrollan dentro de vainas, que constituyen el fruto tipico. Se trata de una
planta anual que se cultiva durante la estacion célida. Cada vaina puede contener entre una
y cuatro semillas y su adaptacién a climas diversos y las pocas enfermedades que la atacan
la convierten en una forma de cultivo muy rentable.

El cultivo de la soja comenz6 en oriente hace miles de afios. Los emperadores chinos la
consideraban una de las cinco semillas sagradas, junto con el arroz, el trigo, la cebada y el
mijo, debido a sus propiedades nutritivas y de prevenir enfermedades (Diaz Cruz, 2006).

Se cree que el factor principal del desarrollo de la soja en los paises orientales fue la
escasez de proteinas de alta calidad para la alimentacion. El cultivo se centraba
fundamentalmente en el noroeste de China y fue introducido por los monjes budistas a
Japon en el siglo VII donde muy pronto se convirtio en un cultivo popular. En 1712, el
boténico Engelbert Kaemfere discutio en detalle varios alimentos elaborados en Japén a
partir de este poroto y que, vale aclarar, se siguen consumiendo en este pais y en otros de
oriente con algunas variantes aportadas por la tecnologia actual.

Las primeras referencias de la soja que se tienen en Europa se remontan al siglo XVII,
donde los misioneros introducen las habas de soja para su cultivo, sin gran éxito, y los
marinos holandeses y portugueses la traen como novedad. Una recopilacion llevada a cabo
por Cuniberti y col. (2004), explica que la introduccién de este cultivo en EEUU se
produjo en 1765, donde aflos después se realizaron cultivos a pequeila escala alcanzando
popularidad a comienzos del siglo XX, para emplearse principalmente como oleaginosa y
para el consumo animal. Mas recientemente se comenz6 a valorar la soja por sus
propiedades nutritivas y sus potenciales efectos benéficos sobre la salud. En dicho pais, el
consumo de la soja como alimento humano se produjo, especialmente entre los
consumidores “sofisticados” y que frecuentemente eran vegetarianos, preocupados por la
alimentacién saludable, variada y organica. Si se tiene en cuenta las proteinas de soja
empleadas en féormulas para lactantes desde hace mas de 40 afios (International Formula
Council, Standby Statement, 2002), el consumo es aun mayor.

Posteriormente a su llegada a EEUU, la soja fue introducida en Brasil y Argentina. La
llegada de esta leguminosa a Brasil se remonta a fines del siglo XIX. En 1882 se

introdujeron en el estado de Bahia granos de soja provenientes de Estados Unidos,
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Introduccion

iniciandose una primera etapa de experimentacién que culminé fracasando y desalentando
el cultivo debido a sus dificultades de adaptacién (Dougnac, 2010).

Un par de décadas mas tarde, la llegada de inmigrantes japoneses impulsaria a que la
produccion de soja se instale lentamente en San Pablo, donde encontré condiciones
favorables para su expansion. Hasta 1940 el cultivo de soja avanz6 muy lentamente como
producto orientado a la subsistencia de pequeflos campesinos. Méas tarde, el gobierno
impuls6 la investigacion, permitiendo que sea adoptado por productores familiares en
pequeiias extensiones intercalado con otros cultivos de subsistencia tales como el maiz

A partir de 1970, en respuesta a una creciente demanda internacional acompafiada de
buenos precios, se produjo el primer salto (Figura 1) que haria de la soja uno de los
principales cultivos del Brasil. De las 532.000 toneladas en 1965, se supero los 10 millones

en 1975.

50
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Figura 1: Evolucién en la produccién de soja para Argentina y Brasil. Fuentes: Bolsa de Cereales y
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (Argentina) y FAO. Estadisticas agricolas y agroalimentarias.
Productos principales por pais. En www.fao.org (Brasil).

En los afios 90, la creciente alza de los precios internacionales del producto y el favorable
aumento de precios relativos, impulsarian en algunas regiones el reemplazo de viejos
cultivos por esta oleaginosa. La creciente devaluacion del peso brasilefio, mas la falta de
retenciones a las exportaciones agricolas, crearon condiciones econémicas favorables para
el negocio sojero que se orientd en gran medida hacia el mercado externo. En 1999, el

crecimiento de la produccion de soja convirtié a Brasil en el segundo productor mundial,
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Introduccion

ocupando el 45% de toda su superficie cultivada y contribuyendo con el 18% del valor
bruto de la produccién agropecuaria del pais y el 10% de las exportaciones agricolas.

En nuestro pais la llegada de la soja fue muy posterior, inicidndose los primeros cultivares
en 1909 en la Estacion Experimental Agronomica de Cdérdoba, experiencia que continud
diez afios mas y cuyos resultados fueron publicados posteriormente por su director,
Tonnelier. Dicha publicacién fue un temprano informe acerca de las condiciones,
factibilidad y posibilidades de desarrollo de una produccion que se consideraba sobre todo
apta para cubrir las necesidades crecientes de forraje (Tonnelier, 1913).

En 1924 se importaron algunas variedades de soja que fueron distribuidas en diferentes
regiones para determinar su grado de adaptacion en las diversas zonas del pais. En 1932, la
Refineria Rio Segundo, una empresa aceitera instalada en la provincia de Cérdoba,
proveyo de semillas a algunos productores, produciéndose una siembra de 6.000 hectareas
a efectos de abastecer la demanda generada por la fabrica. Esta iniciativa fue abandonada a
mediados de los afios 40 por las dificultades que encontraba el cultivo, sobre todo a causa
del complicado manejo debido a su debilidad frente a las malezas y las consiguientes tareas
de cuidado que este requeria. L.a promocion e investigacién del cultivo por parte de
empresas aceiteras continud también durante los afios 50, con resultados bastante
limitados.

Finalmente, en 1962 se realizo la primera exportacion argentina de soja de 6.000 toneladas.
La campaiia 61-62 mostré el cambio importante en la produccion de la oleaginosa, ya que
la superficie cultivada se extiendo mas de diez veces en relacion a la campaila anterior
llegandose a totalizar algo mas de 10.000 hectareas.

Como se observa en la Figura 1, la produccion de soja en Argentina se incremento
drasticamente a partir de 1970, lo que representa un crecimiento de 440 veces desde las
59.000 toneladas (campafia 1970/1) a las 26 millones de toneladas alcanzadas en 2000/1.
La alta capacidad de adaptacion de este cultivo a diversos suelos y climas de la Argentina,
asi como las politicas econdmicas implementadas de desplazamiento de otros cultivos, la
aplicacion de la técnica de “siembra directa” y otras actividades tales como la ganadera
permitieron extender el area dedicada al cultivo de esta leguminosa y aumentar su
rendimiento. Actualmente es un cultivo muy extendido en nuestro pais que se extiende
desde los 23° a los 39° de latitud sur (Cuniberti y col., 2004).

La produccion de soja ha seguido creciendo en nuestro pais, alcanzando las 40 millones de
toneladas en la campaiia 2005/6, con un pico de 52,7 millones de toneladas para la

compafia 2009/10. A finales del 2014 el Departamento de Agricultura de los EEUU
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inform6 que la produccion Argentina alcanzo las 55,0 millones de toneladas para la
campafia 2014/2015 quedando en tercer lugar por debajo de EEUU y Brasil con 107.7 y
94,0 millones de toneladas respectivamente (USDA, 2014).

Respecto al consumo, si se compara con paises de produccion equivalente como EEUU,
Brasil y China, en nuestro pais no esta tan difundido, ya que historica y culturalmente las
principales proteinas consumidas han provenido de fuentes animales. Aunque otras
leguminosas (como porotos blancos, lentejas, garbanzos, etc.) son consumidas en platos
tradicionales desde hace mucho tiempo en varias provincias, no ocurre lo mismo con la
soja. Recién a partir de la década del 70 la soja comenzd a ser consumida en alimentos
como bebidas y simil productos carneos pero solo en un reducido porcentaje de la
poblacion, siendo la mayor parte de la semilla producida destinada a la exportacion como

grano no procesado o en forma de subproductos tales como aceite o harina (Casale, 2004).

1.2 Estructura y composicion del grano de soja

El poroto de soja estd constituido en un 90% por unas estructuras denominadas
cotiledones, un 8% de envolturas y un 2% de hipocotilo o germen. En la Tabla 1 se
muestra la composicion quimica de las distintas partes del grano. Los datos revelan que el
componente mas abundante en los porotos son las proteinas, seguida por los glucidos,

lipidos y minerales, en ese orden.

Tabla 1: Composicion porcentual en macrocomponentes hallados tanto en el poroto de soja entero como en
las partes que lo componen. Fuentes: Cheftel y col. (1989); (*) Pearson. (1983).

Ponderal
Proteinas Lipidos Glicidos (%) Cenizas
en la semilla
(%, N x 6,25) (%0) (Incluye fibras) (%)
(%)

Grano entero 100 40-42 (*) 20 35 4,9-5,5 (*)
Cotiledones 90 43 23 29 5.0
Envolturas 8 8.8 1 86 4.3
Hipocotilo 2 41 1.1 43 4.4

La parte mas rica en proteinas y lipidos son los cotiledones, motivo por el cual se emplean
generalmente los granos descascarados y desgerminados para aislar estos componentes.

Antes de analizar algunas variantes en el procesamiento de los granos de soja y los
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principales subproductos obtenidos analizaremos los macrocomponentes hallados en la

soja.

1.3 Proteinas de la soja

En base a diferencias estructurales, a su solubilidad a distintos pH, a su funcién y
actividades biologicas, las proteinas de la soja se dividen en dos grupos, proteinas de

reserva y proteinas bioldgicamente activas o de suero de soja.

1.3.1 Proteinas de reserva de soja

Cheftel y col. (1989) informaron que tras la separacion de componentes insolubles en agua
(fibra) del poroto de soja se obtiene un extracto que contiene las proteinas de soja, 75% de
las cuales son las denominadas globulinas de reserva, mientras que el 25% restante
corresponden a las proteinas bioldgicamente activas. Lah y Cheryan (1980) analizaron la
solubilidad global de las proteinas del grano de soja triturado o entero, en funcion del pH y
hallaron que presentan una minima solubilidad en el rango de pH 3.70-5.20 lo que esta
situado en torno de su pH isoeléctrico (pI 4,2-4,6). Observaron el caracteristico aumento de
solubilidad en la medida que nos alejamos de estos valores, hacia la region acida o hacia la
alcalina. En agua o en soluciones salinas con baja fuerza idnica (<0,1), tanto a pH 2,0
como a pH 8,0 se solubiliza un 85% de las proteinas. En esta tultima condicién, un
agregado adicional de alcali aumenta la extraccion de proteina en un 5-10% alcanzandose
un porcentaje de extraccion del 95% a pH 11,0. Un perfil de solubilidad similar se obtiene
desde una torta desgrasada de soja (resultante de una extraccién con hexano), si la misma
fue preparada en condiciones suaves de molienda, sin calentamiento excesivo y realizando
la eliminacion del solvente a baja temperatura.

Estas caracteristicas de solubilidad en funcion del pH se atribuyen fundamentalmente a las
globulinas de reserva. Estas proteinas son insolubles en su pH isoeléctrico pero pueden ser
solubilizadas parcialmente en estas condiciones por agregado de sales como el NaCl, hasta
un valor de fuerza idnica de 0.5. En todos los casos el proceso de extraccion de las
proteinas de soja requiere, para lograr una maxima eficiencia de extraccién, minimizar su

desnaturalizacion.
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En una recopilacion reciente realizada por Miroljub y col. (2004) se indica que las
proteinas de almacenamiento de la soja pueden clasificarse en 4 fracciones de acuerdo a
sus propiedades de sedimentacion. Estas fracciones son la 3S, 7S, 11S y 15S que
corresponden al 8, 35, 52 y 5% respectivamente del contenido total de proteinas. Las
principales proteinas de almacenamiento son la glicinina (11S) y la B-conglicinina que
representan el 70% de la proteina soluble. La relacion entre las globulinas 11S y 7S varia
ampliamente entre las leguminosas, y se encuentra en el rango entre 0,5 y 1,7 para el caso
de 1a soja (Ruiz-Henestrosa y col., 2007).

La glicinina tienen una estructura cuaternaria compacta, estabilizada por puentes disulfuro,
asi como por interacciones hidrofobicas y electroestaticas. Segin Cheftel (1989), esta
compuesta por dos grupos distintos de subunidades, los de naturaleza acida con un peso
molecular (PM) entre 31-38 kDa y los de naturaleza bésica con un PM entre 18-20 kDa.
Los polipéptidos acidos y basicos estan unidos entre si por puentes disulfuros formando
seis subunidades A-S-S-B (Miroljub y col., 2004), resultando una estructura hexamérica
con un peso molecular aproximado de 360 kDa (Wagner y Guéguen, 1999a,b). Por su
parte, Marcone y col. (1998) y Lakemond y col. (2000) proponen un modelo estructural de
la glicinina con las subunidades A-B dispuestas en dos hexagonos idénticos que se
superponen, asegurando una conformacién globular rigida. En dicha estructura cada
polipéptido 4cido estd rodeado de tres polipéptidos basicos y reciprocamente,
favoreciéndose los intercambios de uniones disulfuro. Dependiendo de la fuerza idnica y el
PH., la glicinina (11S) se disocia en la forma 7S, que es un trimero de subunidades A-S-S-B
y en la forma 3S, que es un mondémero A-B (Martin y col., 2002). También puede tener
lugar una asociacion en la forma 15S (un dimero de 11S). Los pesos moleculares promedio
de las formas 3S, 7S, 11S y 15S son aproximadamente 50, 175, 350 y 780 kDa,
respectivamente (Cheftel y col., 1989).

Medidas fisicas parecen indicar que en estado nativo la glicinina asi como la [-
conglicinina solo contiene un 5% de estructura de o-hélice, estando caracterizada su
estructura secundaria fundamentalmente por hojas B-plegadas (35% de la molécula) y un
60% por grupos compactos con estructura de random coil.

La globulina 7S, P-conglicinina, tiene un PM en el rango 150-180 kDa, y es una
glicoproteina que contiene a los carbohidratos unidos a los residuos de acido aspartico del
extremo N-terminal de la molécula. La relacion hallada es de 38 manosas y 12 residuos de

glucosaminas por molécula de proteina (Miroljub y col., 2004).
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Existen al menos 7 formas oligoméricas de la B-conglicinina, las cuales estan constituidas
por la combinacion de tres subunidades o, o y . que interaccionan para producir siete
isomeros (Bo-Bs). Los PM de las subunidades son 72, 68 y 52 kDa respectivamente

(Miroljub y col., 2004).

1.3.2 Proteinas de suero de soja

Hay una serie de proteinas que permanecen solubles en el suero isoeléctrico generado en la
precipitacion isoeléctrica de las globulinas de reserva, conocido como suero de soja (SS),
por eso estas proteinas son las denominadas proteinas de suero de soja (PSS). Entre los
componentes proteicos con actividad bioldgica que componen las PSS se encuentran:
factores antitripticos, hemoaglutininas, lipooxigenasa, B-amilasa. citocromo C y ureasa.
Las leguminosas en general contienen factores antitripticos que reducen el
aprovechamiento digestivo de las proteinas; en la soja hasta el momento se han
identificados dos factores antitripticos de naturaleza proteica. El més abundante y
responsable del 90 al 95% de la actividad inhibitoria es el factor inhibidor de la tripsina de
Kunitz (ITK), mientras que en menor proporcién se encuentra el factor inhibidor de la
tripsina de Bowman-Birk (ITBB).

El ITK tiene una masa molecular de 20,1 kDa, y su actividad inhibitoria de la tripsina y
quimotripsina intestinal no se modifica en el rango de pH entre 1 y 14 o temperaturas
inferiores a 80°C, pero puede ser inactivado por tratamientos hidrotérmicos adecuados.
Cuando estd inactivo, exhibe propiedades benéficas para la salud que incluyen el
incremento de la produccion de oxido nitrico por los macrofagos, asi como una
disminucion en las proliferaciones de células cancerosas de seno o higado (Lin y Ng,
2008).

El ITBB de la soja tiene un PM de 8 kDa, esta formado por 71 aminoacidos con sitios
capaces de inhibir la tripsina y la quimiotripsina (Odani e Ikenaka, 1973). Es capaz de
resistir las temperaturas de coccion y el pH del estdmago humano debido al alto nimero de
puentes disulfuro en su estructura (Birk, 1987). El ITBB tiene propiedades estimulantes del
sistema inmune (Harms-Ringdahl y col., 1979) y ha demostrado propiedades
anticancerigenas (Yavelow y col., 1985, Kennedy, 1993). Estudios posteriores (Kennedy,
1998) sefalaron que resulta efectivo en la prevencion y supresion de carcinomas inducidos

quimicamente o por radiacion o in vitro mientras que in vivo es capaz de inhibir el cancer
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de colon, esdfago, higado, pulmoén y cavidad oral (Losso, 2008). El ITBB junto con
péptidos con propiedades fisiologicas como el lunasin han sido detalladamente estudiados
llegando incluso a determinarse su estructura molecular (Henandez-Ledesma y col., 2009).
Tanto ITK como ITBB reducen considerablemente la calidad nutricional de las proteinas
de soja por lo cual tienen que ser adecuadamente inactivados.

Las hemaglutininas, también conocidas como lectinas, son glicoproteinas de PM 110 kDa
y un contenido de 4,5% de D-mannosa y 1,5% de N-acetyl-D-glucosamina. Representan
del 1,0 al 3,0% de las proteinas presentes en la harina de soja, y son llamadas asi por su
capacidad de formar complejos con compuestos glucidicos en la superficie de los glébulos
rojos, lo que produce su aglutinacion in vitro. Los granos de soja contienen varios tipos de
lectinas con diferentes niveles de actividad (Kakade y col., 1972). Todas las lectinas son
inactivadas por calor y por acciéon de proteasas como la pepsina. Turner y Liener (1975)
demostraron que las hemaglutininas presentes en la soja tienen una baja repercusion sobre
el valor nutricional de las proteinas de soja.

Las lipoxigeneasas catalizan la oxidacion de acidos grasos poli-insaturados dando
peroxidos lipidicos que contribuyen a procesos de blanqueo, por ejemplo en la harina de
trigo. Sin embargo, la accidén oxidativa de los acidos grasos poli-insaturados es un efecto
no deseable en la mayoria de los alimentos, y en los mismos productos de soja, ya que son
responsables de la aparicion de rancidez y del desarrollo de off-flavors. Son proteinas con
un Pi de 5,68 y facilmente inactivadas por tratamiento térmico (Iwabuchi y Yamauchi.,
1987).

Por ultimo, la ureasa es una enzima que puede ser usada como indicador de proceso de
inactivacién. La inactivacion de la ureasa presente en el poroto de soja activo es de facil
cuantificacion y se utiliza como indicador de la inactivacion de los inhibidores de proteasas

durante el tratamiento térmico de las tortas destinadas a la alimentacion animal.

1.4 Compuestos no proteicos de soja

1.4.1 Oligosacaridos y polisacaridos

La Tabla 2 muestra la composicién tipica de carbohidratos hallada en la harina de soja.
Mas de la mitad de los carbohidratos son insolubles en agua fria y estdn constituidos

mayoritariamente por polisacaridos como la hemicelulosa, celulosa y pectina. Los estudios
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de Rackis (1981), mostraron que los oligosacaridos son atacados por las bacterias en el
tracto digestivo generando cantidades extras de gas lo que produce las flatulencias
tipicamente asociadas al consumo de la soja.

Los oligosacaridos que mas contribuyen a la flatulencia son verbascosa, estaquiosa y
rafinosa. Debido a los malestares como calambres, nauseas, dolor abdominal, diarrea y
aumento del peristaltismo intestinal, generalmente se recomienda la eliminacion o
reduccion de los oligosacaridos en los productos de soja. Tales procesos pueden incluir una
etapa de extraccion del grano o de la harina de soja con agua caliente o con mezclas etanol-
agua, proceso clasico de obtenciéon de concentrados, o tratamiento tales como la
precipitacion isoeléctrica de las proteinas de reserva a partir de extractos, para obtener

aislados de soja.

Tabla 2: Composicién tipica de los carbohidratos presentes tanto en escamas como en harina de soja,
expresado en base seca (Pearson, 1983; Waggle y Kolar, 1979).

Carbohidratos %
Solubles, total 17
Sacarosa 5.7
Rafinosa 4.1
Estaquiosa 4,5
Verbascosa y hexosas Trazas
Insolubles, total 21

Sin embargo, Tomosatsu (1994) halld6 que el consumo moderado y controlado de
oligosacaridos de soja es beneficioso por ejercer una accién probidtica basada en la
estimulacion del desarrollo de bacterias deseables en el intestino (prebioticos), lo que
protege al intestino de la proliferacion de bacterias nocivas y de la formacion de sustancias

toxicas.

1.4.2 Compuestos con actividad biologica

Unos de los compuestos bioactivos no proteicos mas importantes en la soja son las
isoflavonas. Son una subclase de flavonoides que se encuentran en forma limitada en el

reino vegetal, siendo la soja la unica fuente alimentaria natural accesible en donde se

encuentran. En el poroto las isoflavonas principales son la genisteina (4°, 5, 7-
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trihidroxisoflavona) y la daidzeina (4, 7-dihidroxisoflavona) y sus respectivos [3-
glucodsidos, genistina y daidzina. Debido a su similitud quimica con los estrogenos son
considerados fitoestrogenos. Dados que los niveles de isoflavonas en el suero de las
personas que consumen alimentos de soja resulta ser 1000 veces mayor que la de los
estrogenos endogenos, las isoflavonas tienen una potencial capacidad de tener accion
estrogénica, muy estudiada en ratones y probada en humanos (Divi y col., 1997; Chang y
Doerge, 2000).

Otro factor antinutricional no proteico presente en soja es el acido fitico (mio-inositol
hexafosfatado). Representa el 1,5% del peso total del cotiledon y un gramo de soja
contiene aproximadamente 4 mg de fitato (Martinez Dominguez y col., 2002), siendo una
fuente importante de fosforo que es desaprovechada por su escasa digestibilidad. Jaffe
(1981) halld que el acido fitico reacciona a pH acido con las proteinas formando complejos
insolubles luego de la neutralizacién. Durante el procesamiento pueden formarse
complejos proteinas-acido fitico-minerales que disminuyen la biodisponibilidad de los

minerales. El mineral mas afectado por los fitatos es el Zn, seguido por el Fe.

1.5 Aprovechamiento de las proteinas de la soja

Pese a que la produccion de proteina es suficiente para alimentar a la poblacion mundial, la
malnutricion prevalece en muchas partes del mundo. Esto se debe a que el 70% de las
proteinas producidas son de origen vegetal, especialmente de leguminosas, las cuales son
baratas y abundantes. Sin embargo, dichas proteinas no son utilizadas en la mayoria de los
casos en la alimentacion humada en forma directa sino que se emplean para producir

proteinas animales (Damodaran, 1989).
1.5.1 Harinas, concentrados y aislados proteicos de soja

Aproximadamente el 95% de la totalidad de la soja se procesa para producir harina
desgrasada y aceite, generando el 21% del aceite y el 61% de las proteinas usadas a nivel
mundial. Hay maultiples variantes para procesar los granos. En nuestro pais son
acondicionados ajustando la humedad al 10%, realizando luego un proceso de limpieza y
seleccion, a continuacion son quebrados, separando las cascaras por aspiracion, calentados

y laminados hasta un espesor de 0,30 mm. En algunas plantas se emplea un extrusor
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sometiendo las laminas al vapor y a una matriz perforada, separando el aceite con hexano y
obteniendo la harina que es fostada para desactivar enzimas e inhibidores. La
concentracion proteica en las harinas de soja ronda entre el 42 y el 48%, pudiendo ser
desgrasadas, total o parcialmente (bajas o altas en grasas) o lecitinadas, en las que se les
agrega un 15% de lecitina para mejorar sus propiedades emulsionantes (Casale, 2004).
Endres (2001) recopil6 informacion de los principales productos proteicos derivados de la
soja. A partir del grano con un contenido de proteina proximo al 40% (Tabla 1), si se
remueven las cubiertas y totalmente el aceite por extraccion con hexano se obtiene como
producto una harina con cerca de un 50% de proteina. Conceptualmente, la harina entera
son los porotos de soja molidos después de haberles removido las cubiertas, mientras que
la harina parcialmente desgrasada y texturizada son los granos de soja en los que se han
removido las cubiertas, parte del aceite y se ha molido y pasado por un extrusor para darles
estructura, de manera similar a como se hace con las fibras y poder ser usadas como
ingredientes alimentarios. Excluyendo la harina entera y la harina parcialmente desgrasada
y texturizada, los principales productos obtenidos desde la soja caen en tres grandes grupos
basados en el contenido de proteina entre el 40 al 90%. Dichos grupos son: harinas
desgrasadas, concentrados y aislados.

Segin Casale (2004) por cada 100 kg de poroto de soja se obtienen 65,0 kg de harina
desgrasada (50% de proteinas) de la que se pueden obtener finalmente 33,0 kg de
concentrado proteico (70% proteina) o 19,6 kg de aislado proteico (90% proteina). La

composicion de estos productos se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3: Composicién porcentual de harina desgrasada de soja, concentrado de soja y aislado de soja tipicos
expresada en base seca. El contenido de humedad de estos productos se encuentra en los rangos 6-8%, 4-6%
v 4-6%, respectivamente.

Harina
Constituyente Concentrado Aislado
desgrasada
Proteina (N x 6,25) 56,0-59.0 65,0-72,0 90,0-92,0
Materia grasa (éter petroleo) 0.,5-1,0 0,5-1,0 0,5-1,0
Fibra cruda 2,7-3.8 3,5-50 0,1-0,2
Fibra dietaria soluble 2.1-2.2 2.1-5.9 <02
Fibra dietaria insoluble 17.0-17.6 13.5-20.2 <0.2
Cenizas 5.4-6.5 4,0-6,5 4,0-5,0
Hidratos de carbono totales
32,0-34.0 20,0-22,0 3,0-4,0
(por diferencia)
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Los concentrados son obtenidos a partir de harina desgrasada, removiendo la mayor parte
de los componentes no proteicos solubles en agua (mayoritariamente hidratos de carbono y
sales). Contienen al menos 65% de proteina (Nx6,25) en base seca.

Hay tres variantes para obtener concentrados, que son: lixiviacién con agua acida (pH =
4.5), extraccion con mezclas agua-alcohol (60-90%) o desnaturalizacion-insolubilizacion
de las proteinas en condiciones himedas antes de la extraccion acuosa.

Los aislados son los productos mas refinados comercialmente disponibles, con un
contenido de nitrogeno > 90% (Nx6,25) en base seca. La metodologia basica para obtener
aislados contempla los siguientes pasos: a) extraccion de harina desgrasada activa con agua
destilada ajustada a pH 8.0 con NaOH: b) centrifugacion para eliminar los componentes
insolubles (mayoritariamente fibras); c) ajuste del exftracto a pH 4.5 con HCI para producir
la precipitacion isoeléctrica de las proteinas de reserva; d) separacion de las globulinas
insolubles mediante centrifugacion: e) lavado del precipitado con agua destilada; f)
solubilizacién a pH neutro o ligeramente alcalino y g) secado (por spray a nivel industrial o
por liofilizacion a nivel de laboratorio).

Muchos autores estudiaron el efecto de cambios en las condiciones de preparacion de los
aislados de soja sobre sus propiedades estructurales y funcionales. Entre ellos, Petruccelli y
Afién (1995b) analizaron el efecto de la temperatura (50-100°C), la concentracion de
proteina (7-56 mg/ml), el pH (6-10) y la presencia de agentes reductores (0,01% Na;SOsza
distintas temperaturas y tiempos).

Wagner y col. (2000) analizaron variantes tales como: relacién harina: agua, tiempo de
extraccion, condiciones de las diferentes centrifugaciones, la opcion de lavar o no las
globulinas precipitadas con agua destilada, asi como el efecto del pH de solubilizacion y la
concentracién antes de liofilizar. Los aislados de mayor solubilidad en agua y que
contienen las globulinas 7S y 11S menos desnaturalizadas fueron los obtenidos con una
extraccion de 2 hs. a pH 8,0 empleando una relacién harina: agua de 1: 10 p/p, lavando el
precipitado con agua destilada, solubilizando a pH 8,0 y liofilizando soluciones
conteniendo 4-6% de globulinas.

El sobrenadante isoeléctrico obtenido del paso d) es lo que denominamos suero de soja
(SS). En este suero se encuentra la mayoria de las proteinas biolégicamente activas a las

que denominamos PSS y que van a ser estudiadas en el presente trabajo.

21



Introduccion

1.5.2 Tofu y otros productos tradicionales de soja

Ademas del aceite, las harinas, los concentrados y los aislados que normalmente se
obtienen de la soja pueden obtenerse otros productos, muchos de ellos derivados de la
gastronomia oriental que pueden o no incluir un proceso de fermentacién.

Algunos de estos productos especiales son tempeh (poroto cocinado fermentado con
Rhizopus oryzae), salsa de soja (bebida fermentada a base de soja y cereales, usualmente
trigo), miso (pasta de porotos de soja cocinados y fermentados con Aspergillus oryzae),
leche de soja (bebida obtenida por extraccion acuosa del poroto entero, que contiene tanto
proteinas de reserva como de suero) y tofu, del cual se va a hablar mas detalladamente.

El tofu es un producto tradicional de la cocina oriental muy extendido en nuestro pais,
cuyo suero remanente sera analizado en este trabajo.

Los procesos para la obtencién del tofu, que se puede considerar un queso de leche de soja,
son tan variados como los tipos de tofu hallados en el mercado. Un proceso tipico
comienza con la limpieza y remojado de los porotos (8-10 h), seguida de una etapa de
molienda-extraccion en exceso de agua a 80-90°C y luego de una etapa de coccion.

El objetivo del primer tratamiento térmico es la inactivacién de la lipoxigenasa y
simultaneamente la obtenciéon de la dispersién-emulsion proteina-aceite (pH = 6.5; 9.0%
solidos) conocida como leche de soja.

La etapa de coccion se realiza para coagular las proteinas de reserva y para la eliminacion
de productos volatiles e inactivacion de los factores antitripticos y lectinas (Liu, 1999 y
Valentas y col., 1991).

La coagulacion a partir de la leche de soja se realiza con previo agregado de sales de calcio
y/o magnesio (2-4% del peso original, 10-30 min., entre 70 y 85°C) para formar la
estructura tipo gel constituida por proteinas de reserva coaguladas y fibras, denominada

tofu. Operaciones de prensado o filtrado permiten la expulsién del suero de tofu (ST).

1.6 Residuales liquidos. Sueros de soja y de tofu

Tanto el SS como ST, son residuales liquidos que representan una contaminacion o carga
orgénica indeseable. Contienen proteinas y otros componentes bioactivos que pueden ser

utilizados o recuperados, cuando en general son desechados como efluentes.
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Solo en los ultimos 10 afios comenzaron a realizarse estudios para su aprovechamiento,
principalmente en paises productores de aislados o de tofu y que generan grandes
volumenes de estos sueros.

Los componentes mayoritarios de estos efluentes son los hidratos de carbono solubles del
grano de soja (mono, di- y oligosacaridos) y las proteinas no precipitables en las
condiciones del proceso que son mayormente las bioldgicamente activas.

En el caso del suero de tofu (ST), las proteinas estan inactivadas debido a los tratamientos
térmicos aplicados que logran la desnaturalizacién parcial o total. En cuanto a los azticares,
Espinosa-Martos y col. (2006) y Espinosa-Martos y Ruperez (2006) hallaron que la
sacarosa es el mas abundante en el ST, en tanto que los oligosacaridos estaquiosa y
rafinosa le siguen en abundancia. Estos autores hallaron niveles cuantificables de las
isoflavonas genisteina y daidzeina. La presencia de sales en el ST fue evaluada mediante la
determinacién de cenizas siendo los minerales predominantes las sales de calcio y/o
magnesio adicionadas para la coagulacion proteica (Liu, 1999). En nuestros estudios
(Sobral y Wagner, 2009) se determino que el contenido de proteinas y carbohidratos del SS
fue significativamente mayor (p<0.05) que del ST. El menor contenido proteico hallado en
el ST fue atribuido al menor contenido de so6lidos en el suero industrial, a la precipitacién
mas eficiente de las globulinas por accién del calcio y a la mayor retencién de proteinas
durante la formacion de la red proteica durante la formacion del tofu.

El ST contiene alrededor del 9% de las proteinas de la soja y cerca del 70% de los
minerales agregados para realizar la coagulacion (Ben Ounis y col., 2008). Las proteinas
de suero de tofu (PST), al igual que las PSS fueron mucho menos estudiadas que las
proteinas de reserva de soja, y seran también estudiadas en este trabajo.

Nuestros estudios (Sobral y Wagner, 2007a) realizados por geles de poliacrilamida sobre el
SSL mostraron bandas de escasa intensidad formadas por agregados, lipooxigenasa (90-
100 kDa) y B-amilasa (57 kDa), siendo las fracciones mayoritarias las correspondientes a

las subunidades de lectina (30 kDa) y al ITK (21 kDa).

1.7 Propiedades nutricionales de las proteinas de soja

El valor nutritivo de una proteina es funcion de varios factores, incluyendo el perfil de
aminoacidos, su digestibilidad y el requerimiento de aminoacidos esenciales para el

organismo (Erdman, 1995). Las proteinas de soja contienen todos los aminoacidos
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esenciales requeridos en la nutricion humana, sin embargo, su contenido en aminoacidos
azufrados (metionina y cisteina) es bajo si se lo compara con las proteinas de cereales, con
las que se complementa generando una mezcla proteina tan completa como la de origen
animal (FAO/WHO, 1991).

Cuando se lleva a cabo algiin método de evaluacion de la calidad de las proteinas, es
importante considerar que los animales tienen diferentes requerimientos de aminoacidos
esenciales que el hombre. En el caso de las ratas, muy empleadas en ensayos nutricionales,
tienen mayor necesidad de lisina y metionina que el hombre. Con estas diferencias, la
misma proteina puede mostrar diferente calidad nutricional para humanos que para

animales (de Luna Jiménez, 2006).

Tabla 4: Requerimientos de aminoacidos esenciales propuestos en patrones y contenido de aminoacidos en
las proteinas de productos de soja.

Patrones de requerimiento de 1
Productos proteicos de soja( )
aminoacidos
Aminoacido FAO- Harina
esencial FAO WHO- FNB-NAS desgrasada Concentrado | Aislado de
1973 UNU 2002 de de soja® soja®
1985 soja/pellets
mg/g proteina
Fenilalanina
60 63 47 88 89 92
+ tirosina
Histidina 0 19 18 26 25 28
Isoleucina 40 28 25 46 48 49
Leucina 70 66 55 78 79 82
Lisina 55 58 51 64 64 64
Metionina +
35 25 25 26 28 26
cisteina
Treonina 40 34 27 39 45 38
Triptofano 10 11 11 14 16 14
Valina 50 35 32 46 50 50

FAO: Food and Agricultural Organization, WHO: World Health Organization, UNU: United Nations
University, FNB: Food and Nutrition Board, NAS: National Academy of Sciences. (1): Endres (2001). (2):
Campbell y col. (1985). (3): Kolar y col. (1985).

Con respecto a los ensayos de la calidad de la proteina de soja, generalmente se emplean el
score de aminoacidos y la relacion de eficiencia proteica (PER). El score o computo de

aminoacidos, se refiere a la cantidad del aminodcido mas limitante (primer limitante)
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contenido en la proteina que se analiza, expresado como porcentaje de los requerimientos
del organismo en estudio, generalmente ratas (Schaafsma, 2000). Para comparar el
contenido de aminodacido limitante se utilizan patrones de aminoacidos como los que se
muestran en la Tabla 4.

Cuando el patron de requerimientos de aminoacidos es muy exigente, como es el caso del
patrén FAO 1973, el score de aminoacidos calculado para una dada proteina es menor que
el que resultaria en un ensayo en humanos. Por ejemplo, en base a este patron los aislados
de soja (compuestos mayoritariamente por proteinas de reserva) resultan con un el score
del 74% debido a los aminoacidos azufrados como primer limitante. Sin embargo tienen un
score del 100%, o sea que no contienen aminoacidos limitantes si se toman en cuenta los
patrones mas actuales, en los cuales los expertos realizaron las correcciones atribuidas a las
diferencias mencionadas entre humanos y animales.

En el caso de la PER, que se obtiene con un ensayo in vivo con ratas jovenes, como el
cociente entre la tasa de crecimiento y la cantidad de proteina consumida, da un valor de
3,2 para caseina como proteina patrén y de 2.3 en ensayos con proteina de soja inactivada
(Cheftel y col., 1989). De esta forma los bioensayos con roedores tienden a subestimar la
calidad de la proteina de la soja para humanos.

La digestibilidad es independiente de la cantidad presente de un aminoacido determinado,
por ello es la base de las metodologias de evaluacidon nutricional de los alimentos. Por
definicion, es la fraccion de alimento consumido que no aparece en las heces y por lo tanto
se absorbe en el tracto gastrointestinal (Stein y col., 2007).

Las proteinas de reserva de la soja aisladas son totalmente disponibles para el organismo,
sin embargo, en la naturaleza no se presentan de esta forma. En la mayoria de los casos, se
encuentran mezcladas con otros componentes biologicamente activos que estan presentes
en la semilla como son los inhibidores de la tripsina, los fenoles, los fitatos entre otros (Liu,
1999).

El calentamiento mejora el aprovechamiento al inactivar los inhibidores de tripsina y
desnaturalizar las proteinas lo que aumenta aun mas la digestibilidad. Dentro de los
tratamientos térmicos mas empleado se incluyen el vapor vivo, el hervido en agua, el
tostado en seco, la extrusién-cocinado con humedad intermedia y las radiaciones con
microondas (de Luna Jiménez, 2006).

Teniendo en cuenta en forma conjunta la digestibilidad y el computo de aminoacidos de
una proteina surge el parametro PDCAAS (cémputo de aminodcidos corregido por

digestibilidad, valor maximo 1) que da una idea de calidad mas completa ya que informa si
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los aminoacidos aportados por la proteina ingerida van a ser digeribles y por lo tanto
metabolicamente aprovechables. E1 PDCAAS fue adoptado desde 1993 por la FDA de
EEUU, y es utilizado en la actualidad en forma generalizada en reemplazo de la PER ya
que resulta mucho mas preciso para evaluar la calidad recomendada de una dada proteina
(FAO/WHO, 1991).

La digestibilidad de las proteinas en productos de soja correctamente inactivados y tratados
para minimizar el efecto de otros factores antinutricionales es practicamente 100%, y si se
toma el computo respecto al patron FAO 1985 (Tabla 4), el PDCAAS de las proteinas en
esos productos resultaria cercano a 1,0. De acuerdo a la FAO/WHO (1991) los valores de
PDCAAS fueron de 1,0 para caseina y albumina de huevo, de 0,99 para concentrados de
soja y 0,92 para aislados de soja (este ultimo valor similar a la proteina de carne bovina) y
valores inferiores para proteinas de otras fuentes vegetales.

El mayor PDCAAS de los concentrados de soja se debe al mayor contenido de
aminoacidos azufrados (Tabla 4), y es atribuible al aporte que hacen las proteinas de suero
de soja ya que los concentrados, por su modo de preparacion contienen la totalidad de las
proteinas del grano. Segin informaron Kishi y col. (1987), las proteinas de suero de soja
tienen un mejor balance de aminoacidos azufrados que las de reserva y un adecuado
comportamiento nutricional cuando estan correctamente inactivadas por calor.

Durante décadas la adecuacién nutricional a base de proteinas de soja ha sido ampliamente
demostrada en formulas infantiles en donde los requerimientos nutricionales son mas
criticos. Los estudios de Scrimshaw y Young (1979) mostraron que la suplementacion con
metionina en dietas de adultos usualmente no es necesaria debido a que, en los niveles
normalmente consumidos de proteinas de otras fuentes, el aporte de los aminoacidos
esenciales incluidos la metionina son mas que adecuados. Es un hecho que los productos
derivados de la soja tienen niveles excedentes de lisina por lo que es posible una
complementacién proteica con alimentos deficientes en este amino acido tales como el
trigo o el maiz.

Estudios realizados por Sipos (1988) mostraron que la soja, adecuadamente tratada como
ingrediente en la industria alimentaria, resultaba adecuada para el consumo humano, al ser
combinada con otras fuentes de proteina tales como la carne, leche o cereales. Para
poblaciones de hombres jovenes se alcanzé un equilibrio en el balance nitrogenado
empleando concentrados de soja ingiriendo 95 mg/kg peso corporal lo cual no fue
significativamente diferente a los 92 mg/kg necesarios cuando se utilizé huevo. En estos

estudios se alcanz6 un balance nitrogenado positivo luego de 82 dias de alimentacion
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empleando concentrados como Unica fuente de nitrogeno con una ingesta de 0,8 g
proteina/kg. Adicionalmente las proteinas de soja resultan menos colesterogénicas y
aterogénicas que las proteinas animales —usualmente la caseina-.

Posteriormente, Messina (2004) demostré que la calidad de la proteina de soja resultod
similar a las mejores proteinas de origen animal tales como la de came o leche, sin la

necesidad de tener que ser combinada con otras fuentes proteicas.

1.8 Comportamiento térmico de las proteinas de soja

1.8.1 Proteinas de reserva

El comportamiento térmico de las proteinas como de otros componentes de alimentos
puede estudiarse con calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se han realizado
numerosos estudios con globulinas de reserva de soja, entre los primeros se encuentra el
realizado por Hermansson (1978) quien analizo por DSC la desnaturalizacion y agregacion
de aislados de soja comerciales bajo diferentes condiciones, informando transiciones
endotérmicas con temperaturas de pico (Tp) de 74 y 86°C. Adicionalmente a estas
investigaciones se hallé que las condiciones que favorecen la desnaturalizacion tales como
los pH extremos tienen un efecto opuesto sobre la agregacion y que las sales disminuyen
tanto la agregacidén como la desnaturalizacion, probablemente debido a la estabilizacién de
la estructura cuaternaria. Posteriormente, Kinsella y col. (1985) confirmaron que las
globulinas de soja se resuelven por DSC en dos transiciones endotérmicas ubicadas a 75 y
90°C, correspondientes a la desnaturalizacion de B-conglicinina (7S) y glicinina (11S),
respectivamente. Mas adelante, Sorgentini y col. (1991) estudiaron también por DSC el
comportamiento térmico de aislados comerciales con diferentes grados de
desnaturalizacion. Los termogramas fueron obtenidos con dispersiones acuosas al 20% p/p
de las muestras en estudio, empleando una rampa de calentamiento de 10°C/min. y
expresando los datos en J/g de materia seca. Se hall6 para los aislados mas nativos valores
de entalpia de desnaturalizacion (AHy) entre 5,4 y 6,7 J/g, con Tp similares a las halladas
por Hermansson (1978). Posteriormente, Sorgentini y col. (1995) analizaron las
propiedades térmicas de aislados preparados en el laboratorio, denominando “aislado de
soja nativo” (ASN) preparado a partir de harina desgrasada activa (relacion agua: harina,

10: 1), con extraccién acuosa a pH 8.0, precipitacion a pH 4,5, resuspension con agua
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destilada hasta 5% p/p, ajuste a pH 8,0 y secado por liofilizacion. Los valores de Tps para
B-conglicinina y glicinina fueron de 70 + 1 y 86 + 1°C, respectivamente y el AH, total para
el aislado ASN fue de 17.6 I/g, mayor que el registrado para los aislados comerciales.
Ensayos mas recientes (Sobral y col., 2010) arrojaron valores para ASN de 77,5+ 0,5y
91,0+ 0,4°C yun AHd de 17.1 £0.8 J/g.

Sorgentini y col. (1995) analizaron el comportamiento térmico de dispersiones acuosas de
ASN luego de ser tratadas térmicamente (30 min., 80 o 100°C) con concentraciones entre
el 5y 15%. La desnaturalizacion luego del tratamiento a 100°C fue total para todas las
concentraciones, mientras que con el tratamiento a 80°C la desnaturalizacién fue parcial,
hallandose un grado de desnaturalizacion del 74.0 y 47,6% para 5 y 15%, respectivamente.
A esta temperatura, para todas las concentraciones se observo la total desnaturalizacion de
B-conglicinina, mientras que para la glicinina (mds termoestable) se observo una
desnaturalizacion del 60% en el aislado calentado al 5% y una reduccion en el grado de
desnaturalizacién con el aumento de concentracion.

Wagner y col. (1996) empleando un tipico ASN realizaron el estudio del efecto del pH
acido sobre su desnaturalizacién, después de un periodo de mantenimiento en esas
condiciones, seguido de neutralizacién y liofilizacion. Cuando a dispersiones al 6%, se les
ajustaba el pH a 2,0 y se mantenia durante diferentes tiempos, la glicinina se
desnaturalizaba gradualmente hasta su desnaturalizacion practicamente total tras un
almacenamiento de 24 hs. En tanto que la B-conglicinina no resultaba afectada a este pH.
Estos hallazgos fueron confirmados tratando el aislado a pH 1,0 y 1,5 y empleando
fracciones parcialmente purificadas de 7S y 11S a pH 1.0. Los termogramas de aislados
tratados a pH 1.5 y 1,0 no mostraron la transiciéon correspondiente a la glicinina,
halldndose una transiciéon a 76,5°C (pH 1.5) o 82.0°C (pH 1.0) correspondiente a la -
conglicinina. Adicionalmente hallaron una transiciéon minoritaria a 73,0°C que fue
atribuida a las proteinas de suero. A pH 3.5 se observéd para la glicinina una
desnaturalizacion del 37.3%, la cual se increment6 rapidamente al 87.2% a pH 2.5. En
contraste, para la B-conglicinina se observé una desnaturalizacion del 20% entre pH 1.5-
3,5 que se incrementé al 45% cuando el pH fue bajado hasta 1,0. Este efecto
desnaturalizante del medio acido sobre las proteinas de reserva de soja se pudo corroborar
sobre muestras liofilizadas, en las cuales se elimin6 el NaCl generado durante la
neutralizacion, evitindose de este modo las distorsiones en la entalpia y las temperaturas

de desnaturalizacién generadas por la mayor fuerza iénica.

28



Introduccion

Scilingo y Afién (1996) mostraron el efecto que tiene el calcio de incrementar la
temperatura de desnaturalizacion de las globulinas de soja en tanto que Riblett y col.
(2001) analizaron los aislados obtenidos de cuatro variedades de soja. Estos autores
informaron diferencias entre las variedades pero hallaron que la entalpia de la glicinina fue
el doble que la hallada para la B-conglicinina. Estas diferencias fueron atribuidas al alto
contenido de aminoacidos con grupos sulfthidrilos que pueden confribuir a la formacién de

puentes disulfuro y que pueden aumentar la entalpia de desnaturalizacion de la glicinina.

1.8.2 Proteina de suero de soja

En contraste con las globulinas de reserva, las propiedades térmicas de las proteinas de
suero no han recibido tanta atencion. Los primeros datos calorimétricos fueron dados por
Anderson (1992) quien inform¢é que la desnaturalizaciéon del ITK en agua se producia a
61,1°C. Este valor resulta bajo para los posteriormente hallados, las diferencias pueden
deberse tanto a la baja rampa utilizada en el DSC (1,2°C/min.) asi como en el alto
contenido de agua en la dispersion de harina (85.7%). Posteriormente, Sorgentini y
Wagner (1999), en su estudio comparativo entre globulinas de reserva y proteinas de suero,
hallaron que estas tultimas se resolvieron en dos transiciones ubicadas a 74,0 £ 0,3 y 90,4 +
0,8°C correspondientes a la desnaturalizacion del ITK y la L respectivamente, cuando se
analizaban dispersiones en agua destilada, con un AH de 10,8 £+ 1,2° J/g. De este modo se
pudo ver que la endoterma correspondiente a la desnaturalizacion de ITK coincide con la
de B-conglicinina, del mismo modo que lo estd la de L con glicinina. Por el contrario, en
condiciones de fuerza ionica (W) creciente (NaCl 0,1-1,0 M), se observaron incrementos
importantes en las Tp para glicinina y B-conglicinina, pero menores en las Tp de las
proteinas de suero. En las proteinas de suero, a L = 1,0, solo se hallaron incrementos de 7,7
y 2,5°C para ITK y L, respectivamente, en cambio en los aislados, en estas condiciones las
Tp alcanzaron valores de 95,0 + 1,6 y 110.8 + 1,3°C, o sea incrementos de 17,4 y 20,3°C
para B-conglicinina y glicinina, respectivamente. Este comportamiento permitié observar
en los termogramas de ASN la aparicion de un hombro ubicado a 80,9 + 0.3°C en
condiciones de fuerza ionica elevada (L > 0.,75) que fue atribuido a la presencia de
proteinas de suero.

Mas adelante, se analizaron las propiedades térmicas de un SSL hallando Tp de 81,9 + 0,7

(AH =5,110,1 J/g proteina) y 93,0 £+ 1,3°C (AH = 6,3 £ 0,2 J/g proteina) correspondiente
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a la desnaturalizacion de ITK y L (Sobral y Wagner, 2007a). Las muestras fueron
analizadas en dispersiones acuosas al 30% p/p a una velocidad de calentamiento de
5°C/min. Los aumentos en las Tp respecto a los del trabajo anterior se deben a la presencia
de solutos tales como carbohidratos (=17%) y sales que aumentan la estabilidad de las
proteinas de suero, mientras que el ligero aumento (5,6%) en la entalpia respecto a las
proteinas aisladas fue atribuido a la estabilizacion de las proteinas en el SSL por la
presencia de solutos. Adicionalmente fue posible identificar dos transiciones de menor
tamafio ubicadas a 108,0 £ 1,6 y 122.2 £+ 1,0°C correspondiente a la desnaturalizacion de
fracciones proteicas minoritarias tales como el ITBB. A partir de dispersiones acuosas de
SSL se aislaron proteinas con acetona, como consecuencia de la eliminacion de solutos las
Tp disminuyeron a 74,2 + 0,6 y 93,3 + 0,2°C para ITK y L, respectivamente.
Posteriormente, los mismos autores analizaron el comportamiento térmico de las proteinas
aisladas con acetona desde suero de soja preparado en el laboratorio y suero de tofu
industrial (Sobral y Wagner, 2009). Las proteinas aisladas desde el SS presentaron
transiciones a 74,37 £+ 0,35°C y 88,52 + 0,02°C para ITK y L respectivamente con un AH
de 6,98 £ 0,33 J/g materia seca, hallindose ademas un pequefio pico a 126,9°C (AH = 1,25
J/g) atribuible al ITBB ya que un patron comercial purificado arrojé un valor de 128,76°C
(AH: 9,17 J/g). Por otra parte las proteinas aisladas desde el ST industrial dieron una tinica
transicion ubicada a 138,52 + 2,46°C atribuible al ITBB. El aumento en la Tp de esta
transicion respecto del patrén se debe al mayor contenido de sales de calcio en esta

muestra.

1.9 Propiedades funcionales de las proteinas de soja

A nivel mundial la fuente principal de proteinas es de origen vegetal, siendo las
leguminosas y en particular de la soja, las que ocupan un lugar importante. Sin embargo,
Las proteinas de origen vegetal no son utilizadas en forma directa en alimentacion humana,
sino que se las utiliza mayoritariamente para producir proteinas animales. Esta conducta se
debe, en ocasiones, a una falta de costumbre en el consumo de proteinas de soja y en otros
casos a limitaciones dadas por la falta de ciertas propiedades funcionales que son deseables
para la elaboracion de alimentos para el consumo humado. De esta manera, la utilizacion
en forma directa de una mayor cantidad de proteinas de soja en la formulacion de
alimentos ird de la mano con el mejoramiento de propiedades funcionales tales como

solubilidad, capacidad de formar espumas, emulsiones y geles.
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La definicion cldsica de Cheftel y col. (1993) nos dice que las propiedades funcionales de
las proteinas son aquellas propiedades, diferentes de las relacionadas con la nutricién que
condicionan la utilizacién de las mismas. Mientras que Kinsella (1976) y Damodaran
(1989), sefialan que las propiedades funcionales son aquellas propiedades fisicas y
quimicas que afectan el comportamiento de las proteinas en los alimentos durante su
procesamiento, almacenamiento, preparacién y consumo. Generalmente, las propiedades

funcionales pueden clasificarse de acuerdo al tipo de interaccion molecular en tres grupos:

- Propiedades dependientes de la interaccion proteina-agua.
- Propiedades dependientes de la interaccion proteina-proteina.

- Propiedades de superficie.

La clasificacion mencionada indica la interaccion predominante en una dada propiedad
funcional, aun cuando los otros tipos de interacciones se encuentran presentes. Cuando la
interaccion predominante es con el agua se habla de propiedades de hidratacion, siendo las
mas importantes: solubilidad, dispersibilidad, adsorcion, absorcion y retencion de agua,
hinchamiento y mojabilidad (Pilosof, 2000). Si las predominantes son las interacciones
proteina-proteina, las propiedades funcionales relacionadas son la precipitacion, formacion
de geles, floculacion, coagulacion, gelificacion y la formacion de estructuras tales como
fibras, masas y peliculas. Finalmente, las propiedades superficiales son aquellas
relacionadas con capacidad de la proteina de interactuar con una interfase (agua-aceite o
agua-aire) y otorgarle estabilidad, resultando propiedades denominadas superficiales entre
las que se destacan la capacidad de formar y estabilizar espumas y emulsiones, asi como la
de ligar grasa, aromas y sabores.

De los dos grupos en los que vimos que se dividen las proteinas de soja, proteinas de suero
y proteinas de reserva, son estas ultimas las mas estudiadas desde el punto de vista
funcional.

Las proteinas de reserva de soja, 7S y 118, presentes en los aislados de soja tienen la
capacidad de formar agregados al ser desnaturalizadas, dependiendo de la temperatura y la
concentracion, lo cual les otorga distintas propiedades funcionales como son la de formar
dispersiones viscosas, geles y también la capacidad de absorber agua (Sorgentini y col.
1991, 1995). Las proteinas de suero de soja tienen baja tendencia a la agregacion aun
después de haber sido desnaturalizas, por lo cual poseen una alta solubilidad, propiedad

que permite su separacion en forma de sueros.
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Respecto a la solubilidad en agua, ya se menciono en la seccion 1.3.1 que las proteinas de
reserva de la soja se caracterizan por ser insolubles en el rango de pH 3.7-5.2, que es
proximo a su punto isoeléctrico (pH 4.,2-4.6), propiedad que es aprovechada para su
aislamiento, en tanto que las proteinas de suero de soja se mantienen total o parcialmente
solubles en todo el rango de pH. Esto se vio reflejado en los resultados del estudio de las
propiedades espumantes de las proteinas de suero de soja en forma comparativa con las de
un aislado nativo de soja (Sorgentini y Wagner, 2002). Estos autores hallaron que
dispersiones acuosas con 0.5 mg/ml de proteinas nativas de suero de soja, con o sin
agregado de NaCl, son capaces de formar y estabilizar espumas por burbujeo en todo el
rango de pH, resultado no logrado por las proteinas de reserva presentes en el aislado de
soja. A pH 4,5, las proteinas de suero de soja practicamente no incrementan su
hidrofobicidad superficial, por lo cual conservan una solubilidad superior al 65% aun en
presencia de NaCl. En estas condiciones las proteinas de suero de soja son capaces de
formar y estabilizar espumas, con resultados comparativos a los obtenidos a pH 2,0y 7,0 y
superiores en todos los casos a los obtenidos con el aislado de soja.

Por otra parte, Mitidieri y Wagner (2002) y estudiaron en forma comparativa las
propiedades emulsificantes de dispersiones acuosas de aislados de soja y de proteinas de
suero de soja, y el efecto de la desnaturalizacion térmica. Este estudio se realizé a pH 7 por
ser una condicion de solubilidad equivalente (ya se habia visto en el estudio de propiedades
espumantes que a pH menores la solubilidad era el factor dominante sobre Ila
funcionalidad). Hallaron que a pH 7 tanto los aislados como las proteinas de suero, nativos
o desnaturalizados, son capaces en distintos grados, de formar y estabilizar emulsiones
aceite en agua (o/w; fase dispersa aceite, fase continua agua). Informaron wvalores
comparables de tamafio medio de gota y de indice de actividad emulsionante (que da
informacién del area creada por mg proteina) para ambas proteinas y una leve mejora por
efecto de la desnaturalizacién. Mitidieri y Wagner (2002) mostraron que la estabilidad de
las emulsiones o/w frente al proceso de coalescencia inducido por agitacion era superior en
las emulsiones preparadas con aislado nativo de soja que con aislado desnaturalizado y con
proteinas de suero de soja, sean estas nativas o desnaturalizadas. Los trabajos de Palazolo y
col. (2004, 2005) mostraron por otra parte la capacidad de las proteinas de suero de soja
nativas y desnaturalizadas para formar y estabilizar emulsiones aceite en agua frente a
procesos de cremado, coalescencia y floculacidén, en forma comparativa con un aislado
nativo y desnaturalizado de soja y con caseinato de sodio. Estos estudios fueron realizados

solo con proteinas de suero de soja aisladas por precipitacién con sulfato de amonio y
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empleando concentraciones muy bajas (1 mg/ml), condiciones en las cuales no se
observaron diferencias marcadas en la capacidad de evitar el cremado y la floculacion
entre las proteinas de suero y el aislado de soja. Se informa en cambio una mejora
interesante en la capacidad de reducir la coalescencia al desnaturalizar las proteinas de
suero, mas aun en condiciones de alta fuerza idnica.

En el presente trabajo de tesis se estudiaron las propiedades térmicas y funcionales de
sueros de soja y de tofu y de sus proteinas aisladas, con el objeto de analizar el efecto que
produce la presencia de componentes no proteicos tanto durante el proceso de
desnaturalizacion y sobre las propiedades expresadas por las proteinas en el suero, como
sobre las mismas propiedades pero medidas en las proteinas aisladas. Se evalta la
influencia del método de aislacién de las proteinas del suero de soja, al comparar la
precipitacidn por salting out con la precipitacion por solvente. Las propiedades funcionales
analizadas fueron la solubilidad y la formacion-estabilizacién de emulsiones. En el ultimo
capitulo, se evalud ademas la posibilidad de utilizar los sueros de soja y de tofu como
crioprotectores en la estabilizacién de emulsiones congeladas. En un trabajo reciente
(Palazolo y col., 2011) se estudio la estabilidad de emulsiones o/w frente a la congelacion a
-20°C durante 24 horas, informado que las emulsiones elaboradas con caseinato de sodio
como emulsificante eran muy estables a diferencias de las emulsiones preparadas con
aislado de soja, con las cuales se observaban procesos avanzados de coalescencia y
floculacion. Si bien se informa un leve aumento de estabilidad cuando las proteinas de
reserva del aislado estan previamente desnaturalizadas por calor, nunca se llega a la
estabilidad dada por la proteina lactea.

En trabajos previos de muchos investigadores (Ghosh y col., 2006; Ghost y Coupland,
2008: Thanasukarn y col., 2004a, entre otros) se informoé que, si bien la estabilidad de
emulsiones o/w frente a la congelacion depende de muchos factores (fase oleosa, tipo de
emulsificante), es marcadamente dependiente de la composicion de la fase acuosa. La
estabilidad de emulsiones inestables en estado congelado puede ser mejorada por adicion
en la fase acuosa de azucares, como son sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa y trehalosa.
En base a la baja estabilidad de las emulsiones o/w con aislados de soja y a la alta
concentracion de azucares de los sueros de soja y de tofu, es que se decidio el estudio de la

accion crioprotectora de estos sueros.
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Objetivo general

Analizar la composicién y estudiar las propiedades térmicas, superficiales y el poder

crioprotector de los sueros de soja y tofu y de sus proteinas aisladas.

Objetivos particulares

-Obtener sueros de soja (SS) y tofu (ST) liquidos y deshidratados por liofilizacién y
secado térmico. Analizar la composicién y la actividad antitriptica de los sueros y sus

proteinas aisladas; y sobre estas ultimas determinar las fracciones proteicas presentes.

-Analizar el comportamiento térmico de suero de soja liofilizado (SSL) y de sus
proteinas aisladas y la dependencia con el contenido de humedad. Evaluar el efecto de
las condiciones de preparacién y el almacenamiento de las muestras y detectar las
posibles interacciones entre el aislado de soja nativo (ASN) y las proteinas de sueros

(PS).

-Determinar la solubilidad acuosa de las proteinas aisladas de SS y ST por distintos
métodos (por salting out y con solvente), y analizar el efecto del almacenamiento y del
tratamiento térmico. Determinar propiedades fisicoquimicas y superficiales de la
fraccion total y soluble de las PS obtenidas, antes y después de su desnaturalizacion

térmica.

-Analizar la formacién y estabilizacion de emulsiones aceite en agua (o/w) empleando
sueros deshidratados o sus proteinas aisladas como agente emulsificante, en forma
comparativa con ASN. Analizar el efecto de la concentracion proteica y el estado de
desnaturalizacion sobre la microestructura y los procesos de desestabilizacion de la

emulsion frente al almacenamiento.
-Investigar las propiedades crioprotectoras de los sueros de soja y de tofu deshidratados

sobre emulsiones o/w modelo, preparadas con diferentes proteinas y sometidas a un

proceso de almacenamiento congelado a corto y largo plazo. Determinar las mejores
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sueros entre si ¥ €on sacarosa como Cl‘iOlJl‘OTeCtOI‘ control.
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Materiales y Métodos

Los reactivos utilizados para llevar a cabo todas las experiencias realizadas en este trabajo

fueron de calidad p.a.

2.1 Preparacion de aislado nativo y suero de soja

La materia prima de partida para la preparacion de aislado nativo y suero de soja fue la
harina de soja desgrasada comercial, no inactivada térmicamente (para prevenir la
desnaturalizacion), gentilmente provista por la empresa Solae-Latinoamérica (SP, Brasil).
Segun los datos brindados por el proveedor la harina tienen un contenido de humedad del
5,0% vy los componentes mayoritarios (expresados en % p/p base seca) tienen valores
medios de: 56,0% proteina cruda (Nx6,25); 7.0% ceniza, 3,5% lipidos totales (0,8%
triglicéridos) y 14,0% de fibra dietaria, la cual se distribuye en 12,7% de fibra insoluble y
1.3% de fibra soluble.

La obtencion de aislados de soja fue realizada en el laboratorio en condiciones controladas
para lograr obtener proteinas con un bajo nivel de desnaturalizacion y alta solubilidad. Se
siguid la metodologia basica (Petruccelli y Afion, 1984; Sorgentini y Wagner, 1999) que
puede resumirse en las siguientes etapas: a) Preparacion de una dispersion acuosa de harina
en agua a pH = 8,0; para ello se disperso la harina en agua destilada primero con ayuda de
una varilla de vidrio y posteriormente con agitacion magnética, durante 2 h a temperatura
ambiente (relacién harina: agua de 1: 10 p/v); b) eliminacién de la fraccién insoluble
mediante centrifugacién (10400 x g, 15 min., 20°C) (Beckman Coulter Avanti); c)
precipitacion isoeléctrica de las globulinas de reserva (GR) por acidificacion del extracto
acuoso a pH = 4,5 usando HCI 1,0M, con ajustes periddicos para mantener el pH en 4,5
durante 2 h a 4°C; d) separacion mediante centrifugacion (10400 x g, 20 min., 4°C) de las
GR del sobrenadante isoeléctrico o suero de soja (SS); e) lavado del precipitado realizando
una disgregacion con varilla de vidrio de las GR obtenidas con agua destilada a pH 4.5,
seguido de una centrifugacion (10400 x g , 20 min., 4°C); f) resuspension del precipitado
conteniendo las GR con un volumen de agua destilada necesario para alcanzar una
concentraciéon de 40 mg de muestra/ml y solubilizacién por ajuste a pH 8.0 (primero con
NaOH 2,0M y posteriormente con NaOH 0,5M):; g) congelacién y secado mediante
liofilizacién (equipo HETO FD4) de la solucion acuosa de GR para dar por resultado el

aislado de soja nativo (ASN).
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Al SS obtenido se le agregd azida sodica al 20% p/v hasta lograr una concentracién de
0,03% p/v. Se almacend a 4°C hasta el momento de su empleo, que nunca fue superior a 2

dias, excepto en los casos especiales que se describiran en la seccion 2.6.

2.2 Obtencion de sueros de soja y de tofu deshidratados

El SS proveniente de la obtencion del aislado, con su pH original (pH 4.5) fue secado por
liofilizacién para obtener el suero de soja liofilizado (SSL). Del mismo modo, la
liofilizacién de suero de tofu (ST), proveniente de la obtencion de tofu a escala industrial
(donado por Soyana S.H.), resulté en la muestra de suero de tofu liofilizado (STL).

Una parte de ambos sueros, se deshidraté por calentamiento obteniéndose las muestras
SSST y STST, que corresponden a suero de soja y suero de tofu secados térmicamente,
respectivamente. Este proceso de secado comenzd con una concentracion del suero hasta
lograr una reduccién del 85% del volumen inicial, realizado con un rotavapor R-124
BUCHI a 50°C, en 50 + 5 min. hasta alcanzar una presion de 60 mm Hg. El jarabe
obtenido fue vertido en bandejas de acero inoxidable en un espesor de =5 mm y se
continud su secado en un horno de vacio (Gallenkamp) durante 4 h a 50°C y 10 mm Hg.

El producto obtenido en forma de hojuelas pegajosas fue retirado de las bandejas,
congelado en nitrégeno liquido y molido con un molinillo eléctrico hasta obtener un polvo
fino. Se realizé un proceso de secado secundario para eliminar trazas de humedad,
colocando las muestras en frascos con tapas perforadas dentro de frascos de mayor
capacidad conteniendo diferentes agentes deshidratantes.

Este secado secundario fue realizado a temperatura ambiente utilizando de manera
secuencial gel de silica (5 dias) y 6xido de calcio (7 dias) los cuales son deshidratantes
reversibles que se ponen en equilibrio con atmoésferas que contienen 0,03 y 0,007 mg
agua/l de aire seco, respectivamente. El secado final fue realizado a temperatura ambiente
durante 5 dias, empleando pentoxido de fosforo que lleva la humedad relativa

practicamente a cero.

2.3 Obtencion de suero de soja liofilizado calentado

A pequeia escala, empleando un calorimetro diferencial de barrido DSC modelo Q-100,

T.A. Instruments, el SSL fue tratado térmicamente en condiciones anhidras dentro de
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capsulas comerciales de aluminio (7.4. Instruments), las cuales fueron selladas
herméticamente. (= 20 mg SSL/capsula). Se realiz6 un tratamiento térmico hasta diferentes
temperaturas finales (90-180°C), Finalizado el tratamiento térmico las capsulas fueron
enfriadas (hielo, 30 min.) y secadas con papel absorbente obteniéndose la muestra SSL
calentado (SSLC).

Para la obtencion de cantidades mayores de SSLC, ya sea para la preparacion de
emulsiones o el aislamiento de proteinas, se realizé el tratamiento térmico del SSL hasta
150°C empleando una capsula reutilizable de acero inoxidable de mayor tamaio (Figura 2).
El SSL fue colocado en condiciones anhidras en alicuotas de 200 + 50 mg dentro de la
mitad derecha de la capsula (Figuras 2a,b) y se prensé con un pistén de acero inoxidable
para eliminar aire atrapado y mejorar la transmision del calor. Esta mitad conteniendo la
muestra compactada fue conectada a la mitad izquierda de la capsula y enroscada hasta que
ambas mitades hicieron contacto asegurando un buen nivel de sellado (Figura 2c). Esta
capsula reutilizable exhibié niveles de estanqueidad similares al de las capsulas
comerciales de aluminio selladas herméticamente. El tratamiento térmico fue realizado

utilizando un horno eléctrico computarizado (Indef., mod. 332).

S SRS

€ 5 2 59 e

—s—Datos display horno
|—=— Historia térmica real : .f‘
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. H‘.’."“"
100 - -
el
50 [ _.M’-r.— d
u 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

tiempo (min.)

Figura 2: Fotografias de la capsula reutilizable de acero inoxidable. a) Capsula abierta vista desde arriba; b)
vista de lado. ¢) capsula cerrada y d) datos del display de horno (curva superior en negro) e historia térmica
real del SSL (curva inferior en rojo).

Se ajustaron los parametros operativos del horno de modo de obtener una velocidad de
calentamiento de 5°C/min. en el cenftro del piso del horno. En este lugar fue colocada en

forma simultidnea la capsula reutilizable conteniendo el SSL y el dispositivo registrador

40



Materiales y Métodos

autonomo (DS1921G Thermochron iButton) el cual registrd la historia térmica real del
SSL. La curva superior de la Figura 2d fue construida a partir de los datos del display del
horno mientras que la inferior corresponde a la historia térmica real del SSL.

La mayor temperatura de la curva superior se atribuye a la ubicacién de la termocupla
(parte superior del horno) mientras que su proximidad con la pared del horno (donde estan
las resistencias) determina que la rampa se aproxime por una serie de escalones dados por
el encendido y apagado de las resistencias del horno.

Una vez alcanzado los 150°C la capsula fue retirada del horno realizando las operaciones
de enfriamiento y recuperacion de la muestra. El tratamiento térmico fue realizado hasta
150°C en base a trabajos previos (Sobral y Wagner, 2007a) ya que con estas condiciones se

consigue la inactivacion del ITK en un 95%.

2.4 Manipulacion y almacenamiento de los sueros de soja y tofu

deshidratados

Los sueros de soja y de tofu son muy higroscopicos debido al alto contenido de sales y
azucares que contienen, muchos de estos se hallan en estado amorfo o tienen tendencia a
coordinarse con agua, como es el caso de la rafinosa.5 H>O. En condiciones controladas
(25°C, HR 75,0%) se hallé que el SSL anhidro, incrementd su masa en 9,08 + 0,37, 20,78
+ 1,40y 34,18 + 1,26% p/p en 30, 120 y 450 min. respectivamente, debido a la hidratacion
(Sobral y Wagner, 2007a). La alta velocidad de hidratacion determiné la implementacion
de procedimientos experimentales que reduzcan cambios en la composicién del SSL por
hidratacion.

Los sueros de soja y tofu liofilizados o deshidratados térmicamente, altamente
higroscépicos, fueron colocados dentro de recipientes de mayor tamafio conteniendo silica
gel y almacenados a -80°C. Se utilizé esta temperatura para estar por debajo de la Tg del
sistema (Sobral y Wagner, 2007a) y minimizar las reacciones de cristalizacion y

recristalizacion de los azlicares presentes.

2.5 Obtencion de proteinas de sueros de soja y de suero de tofu

El estudio de los sueros como productos integrales proporcionara informacion sobre el

comportamiento de los macrocomponentes presentes en los mismos, fundamentalmente
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proteinas, glicidos y sales dentro de una compleja matriz en donde dichos componentes
interaccionan de una manera poco predecible. Para profundizar y modelar los estudios se
procedio al aislamiento de las proteinas mediante dos metodologias diferentes: salting out,
el cual es un método reconocido empleado a escala de laboratorio y precipitacion con un

solvente organico en frio, método empleado en el Ambito industrial.
2.5.1 Precipitacion por salting out: (NH4),SO4 al 90%

Se aislaron las proteinas por precipitacion con sulfato de amonio a partir de SS a dos
valores de pH: a pH 4.5 (pH de obtencion del suero) y luego de un ajuste a pH 8.0 (con
NaOH 0.1N). Se utilizé (NH4)>SO4 al 90% de saturacién (635.4 g de sal/l suero) segtin el
procedimiento detallado por Iwabuchi y Yamauchi (1987). Estos autores hallaron que bajo
estas condiciones las proteinas de suero de soja (PSS) eran precipitadas en forma efectiva.
Dicha cantidad de sal fue agregada en forma progresiva en un lapso de 30 min. sobre el SS
en condiciones de agitacion magnética suave, permitiendo la precipitacion de las proteinas
durante 2 h, en condiciones estaticas, para luego separarlas por centrifugacioén a 10400 x g,
a 20°C durante 20 min. Las proteinas obtenidas fueron suspendidas en agua destilada y
desaladas mediante didlisis (membrana de dialisis Sigma, WT 12000), confra agua
destilada conteniendo 0,03% de azida sodica, a 4°C durante 48 h (realizando 3 cambios de
agua por dia). La solucién proteica, esencialmente libres de sales, fue congelada y
liofilizada. Las proteinas de suero precipitadas con sulfato de amonio secadas fueron

denominadas PSS,,,. Cuando corresponda se agregara el pH de partida del suero.
2.5.2 Precipitacion con solvente: acetona en frio

Como se describi6 en 2.1 se aislaron las proteinas de suero a partir de SS a pH 4,5 y pH 8.0
y de ST con su pH original (pH 5.5) mediante precipitacion con acetona a 0°C, (relacioén
acetona: suero de 1:1 v/v). Se empled acetona por su menor tendencia a causar la
desnaturalizacion de proteina en comparacion con el etanol. Adicionalmente, con acetona
se requiere una menor cantidad para lograr el mismo efecto precipitante y al ser méas volatil
permite su eliminacion a menor temperatura y es posible trabajar a 0°C minimizando el

proceso de desnaturalizacion (Scopes, 1982).
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Antes de comenzar la precipitacion se realizé un enfriamiento previo a 0°C de todo el
material volumeétrico a utilizar, de los sueros, del solvente y se trabajé en condiciones que
permitan la eliminacion del calor generado durante la adicion del solvente (bafio hielo o
camara de 0°C). Adicionalmente, el empleo de bajas temperaturas reduce la flexibilidad
conformacional de las proteinas e impide que el solvente penetre a la estructura interna y
cause desestabilizacion (Scopes, 1982).

El agregado del solvente sobre las muestras se realiz6 por goteo en un lapso de 10-15 min.,
empleando condiciones suaves de agitacion, evitando la formacion de espuma e interfases
con posible efecto desnaturalizante. A pequefia escala se trabajo en el laboratorio
utilizando un bafio de hielo, manteniendo la temperatura de los sueros o soluciones y de la
acetona a 0°C y realizando el agregado del solvente con pipeta automatica en condiciones
de agitacion magnéfica.

Cuando la preparacion se realizd a una mayor escala se emplearon camaras de -20 y 0°C
para la acetona y los sueros respectivamente. En ambos casos las muestras fueron
mantenidas durante toda la noche. La operaciéon de precipitacion fue llevada a cabo
tfrasladando desde la camara de -20°C alicuotas de 150 ml de acetona hacia la camara de
0°C las cuales fueron colocadas en una ampolla de decantacion que permitio el goteo en
condiciones controladas sobre un volumen igual de suero o soluciéon en condiciones de
agitacion magnética.

La velocidad de goteo de la ampolla se ajusté de modo de permitir el agregado del solvente
en el intervalo de tiempo mencionado. Se asegur6 que la temperatura se mantuviera en las
proximidades de 0°C (con termdémetro dentro de la mezcla). Las proteinas precipitadas
fueron separadas mediante centrifugacion usando un rotor previamente enfriado a 4°C,
empleando las condiciones vistas en 2.5.1 a 4°C, lavadas y resuspendidas en agua
destilada, vertidas en bandejas y secadas por liofilizacion.

De esta manera, a partir de SS y ST se obtuvieron las proteinas de suero de soja (PSS,.) vy
las proteinas de suero de tofu (PST,.), respectivamente. A estas abreviaturas se les agregara
el pH del suero para precisar la muestra obtenida.

A modo de resumen se presenta en la Tabla 5 las variables de obtencion de las proteinas a

partir de sueros de soja y de suero de tofu y sus nomenclaturas usadas para el estudio.
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Tabla 5: Condiciones de preparacion de las proteinas aisladas de suero de soja (PSS, ¥ PSS,.) y de suero de

tofu (PST,).
Materia prima H del suero Tipo de precipitacion Nomenclatura
de partida P P precip

8.0 PSSz
Harina fresca Sulfato de amonio

45 PSS.mas

8.0 PSS,
Harina fresca

4.5 Acetona a 0°C PSS, 45
Suero de tofu 5.5 PST,c55

2.6 Obtencion de proteinas a partir de sueros de soja

modificados

2.6.1 Proteinas de SS modificados en su proceso de obtencion

Las caracteristicas del suero de soja y por ende de las proteinas presentes en el mismo,
pueden ser modificadas si se varian algunas condiciones en su proceso de obtencion. El
almacenamiento del suero es un paso obligatorio luego de su obtencién. Dado que se le
adiciona azida sodica como antimicrobiano puede ser almacenado en estado refrigerado o
congelado, pudiendo variar ademas el tiempo en el que se lo mantiene en estas

condiciones.

Tabla 6: Condiciones de preparacion de las proteinas aisladas de suero de soja (PSS, ¥ PSS,.) y de suero de
tofu (PST,.) modificadas por las condiciones de obtencién y materias primas.

. . Condiciones del suero .
Materia prima - Tipo de N latur
de partida A]H;.T;:];al:l;;e‘:go en pH final precipitacion Somenciatura
4 semanas a -20°C 8.0 PSS, 5 4209
. o Sulfato de (15 100)
Harina fresca 1 semana a 10°C 8.0 . PSS,z
amonio
4 semanas a 10°C 8.0 PSS,y ¢ 45100
(H)
Harina almacenada No 8.0 PSS;cs
2 anos 4.5 Acetona a 0°C PSS, 5™
Harina a]lflacenada No 8.0 PSSM_S(Hg)
8 aios
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Por otro lado, también se obtuvieron sueros a partir de harinas de soja no frescas, o sea que
sufrieron un almacenamiento previo a la extraccion, lo cual dio origen a otras muestras de
proteinas de suero de soja. En base a estas variables en los sueros de partida se obtuvieron

las PSS que se indican en la Tabla 6.
2.6.2 Proteinas aisladas a partir de SS liofilizados y liofilizados calentados

Del mismo modo que se describié en 2.5.2, se aislaron proteinas de dispersiones acuosas
de sueros liofilizados y calentados (SSL.C) por precipitacion con acetona en frio.

El aislamiento de las proteinas a partir de sueros deshidratados con y sin calentamiento
(SSL y SSLC) se realizd solubilizando los mismos en agua destilada con agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 2 h, a una concentracion de 10-50 mg/ml y
procediendo luego de la manera detallada para SS. Las proteinas obtenidas fueron

denominadas PSSL y PSSLC, respectivamente.

2.6.3 Molienda y secado secundario

La molienda de todas las muestras proteicas (ASN, PSS,.,. PSS,.. PSSLC, PST,.) fue
realizada con un mortero tradicional de laboratorio y fueron doblemente tamizadas
empleando un tamiz de acero inoxidable con un tamafio de poro de 18 Mesh (1 mm de
didmetro) a fin de uniformar el tamafio de las particulas obtenidas. Las fracciones que no
lograron pasar el tamiz fueron molidas nuevamente hasta alcanzar el tamatio deseado.
Luego de las etapas de molienda/tamizado se realiz6 la eliminacion de trazas de humedad
remanentes o incorporadas durante estos procesos. Este secado secundario fue llevado a
cabo como se detalld en la seccién 2.2 utilizando recipientes cerrados de baja
permeabilidad, opacos a la luz y con tapa a rosca. Tanto el secado como las condiciones de
almacenamiento se ajustaron a las caracteristicas de cada muestra en particular. Para las
proteinas aisladas -menos higroscopicas que los sueros de soja y tofu- la deshidratacion se
realizé en forma secuencial con gel de silica y 6xido de calcio.

Los frascos conteniendo las muestras proteicas deshidratadas fueron almacenados a 4°C
dentro de recipientes de mayor tamafio conteniendo silica gel, para minimizar su deterioro
y prevenir la agregacion. Solo en ensayos particulares tales como los ensayos de inversion

(seccion 2.9.2) en donde se requirid6 PSS,. en condiciones rigurosamente anhidras, el
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secado secundario incluyd una etapa adicional de secado con P>Os durante 5 dias a

temperatura ambiente.

2.7 Caracterizacion y determinacion de la composicion de

sueros y proteinas aisladas

2.7.1 Contenido de extracto seco, densidad y lipidos

Extracto seco: se determind en sueros liquidos secando en estufa a 105°C hasta peso

constante previa liofilizacion, expresandolo en % p/p.

Densidad: se midio por picnometria a 25°C utilizando matraces de 250 ml adecuadamente
limpiados. Las determinaciones fueron realizadas en forma relativa a la del agua destilada,

expresandose la densidad en g/1.

Contenido de lipidos: se determiné sobre los sueros liquidos en forma directa empleando el
método de Folch y col. (1958) con una relacion suero: solvente 1: 1 v/v. La extraccién fue
realizada por agitacion magnética (1 h) empleando una mezcla cloroformo: metanol 2: 1
v/v. El sistema bifasico obtenido fue filtrado y centrifugado en tubos de vidrio tapados a
baja velocidad (2500 r.p.m., 5 min.) descartando con pipeta la fase acuosa superior. La fase
orgénica inferior conteniendo los lipidos fue evaporada a 50°C en un recipiente
previamente pesado. El contenido de lipidos (% p/v) fue calculado como 100 x (my/vs),

donde my, son los g de lipidos provenientes de vs ml de suero.
2.7.2 Contenido de minerales

Cenizas: se determinaron mediante calcinacidén a 550°C hasta alcanzar cenizas de color
blanco-grisaceo. En muestras solidas, el contenido de cenizas (% p/p) fue calculado como
100 x (m./my), donde m. son los g de cenizas provenientes de my; g de muestra. En el caso
de muestras liquidas los resultados fueron expresados de manera directa en g de cenizas/l

de muestra.
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Calcio y magnesio: estos elementos se determinaron sobre las cenizas de las proteinas
aisladas liofilizadas. Para ello las cenizas fueron disueltas en acido nitrico 0,14N y lantano
0,5%, llevadas hasta un volumen apropiado en matraz aforado y filtradas por membrana de
0,45 um de tamafio de poro. Sobre las soluciones resultantes se determind el contenido de
calcio y magnesio por espectroscopia de absorcion atémica (método de referencia 7450)
utilizando un espectrofotometro Shimadzu AA-6650. El porcentaje de calcio o magnesio
fue calculado como m,, x (m./100) donde m,, son los g de elemento determinado en 100 g
de cenizas y m. son los g de cenizas en 100 g de muestra. Todas las determinaciones

fueron realizadas al menos por duplicado.

Minerales libres: fueron cuantificados mediante medidas de conductividad. Para ello se
prepararon soluciones al 0,5 g/l de las proteinas liofilizadas en agua bidestilada
(conductividad = 0,89 + 0,12 puS/cm) empleando agitacion magnética suave durante 2 h
Las soluciones fueron preparadas dentro de un contenedor con un radio de curvatura
superior al de la celda conductimética, que permita una separacién de al menos 8 mm en
torno de los limites de la celda a fin de minimizar los efectos de borde. Las medidas fueron
realizadas en condiciones estaticas a 25,0 + 0.5°C (ASTM D 1125-64) empleando un
conductimetro YSI modelo 35 y una celda conductimétrica YSI 3401. Para la realizacion
de las medidas la celda fue sumergida dentro de la solucién proteica lentamente varias
veces para eliminar burbujas de aire y obtener una lectura precisa. Las lecturas de
conductancia entregadas por el equipo expresadas en pSiemens fueron convertidas en
conductividad (CE) multiplicando dichos valores por la constante de la celda, definida
como el cociente d/A; en donde d = distancia entre los electrodos y A = éarea de los
electrodos. La constante de la celda utilizada (1,084 £+ 0.067/cm) se determiné midiendo la
conductancia de una solucién de KCl anhidro 0,01 N en agua bidestilada a varias

temperaturas.

Conductividad equivalente (CE): Se determind la CE de soluciones acuosas de ASN y
PSS. Se determind una correlacién entre la CE y la concentracion de NaCl (en mol/l): CE
(uS) = 5,266 + 96379,19 x [NaCl] (1‘2 = 0,99). A partir de esta correlacion fue posible

calcular la concentracion de sales libres expresada en g NaCl/g de muestra.
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2.7.3 Contenido de proteinas

Meétodo de Kjeldahl: Las proteinas aisladas y los sueros enteros deshidratados (con o sin
tratamiento térmico) fueron utilizados en diversos ensayos, entre ellos la preparacion de
emulsiones. A fin de realizar estos ensayos empleando cantidades equivalentes de proteina
se cuantifico en las muestras el contenido de proteina total de las muestras por el método
de Kjeldahl. Se utilizé un equipo BUCHI integrado por una unidad digestora K-435 y una
unidad destiladora K-350. Las muestras liquidas fueron vertidas en el tubo digestor en
forma directa, mientras que las deshidratadas fueron envueltas en poliestireno, debido a
que es un polimero hidrocarbonado que no aporta nitrogeno. Este procedimiento asegura
que la muestra alcance la base del tubo y se eviten pérdidas de muestra o que parte de la
misma quede adherida en las paredes de los tubos (retrasando su digestion). La digestion se
realizé a ebullicion utilizando H>SO4 concentrado y una mezcla catalizadora formada por
Na;SO4 anhidro: CuS04.5H>0 en relacion 10: 1 p/p. Finalizada la digestiéon (solucidén
limpida, ausencia de humos blancos y puntos negros) se permitié el enfriamiento de los
tubos conteniendo las soluciones acidas con el NH4+ retenido proveniente de las muestras.
Posteriormente los tubos fueron fransferidos y conectados a la unidad destiladora que
permite el agregado en forma semiautomatica de NaOH al 32% hasta alcalinidad (color
pardo) de modo de desplazar el NH; a NH;. E1 NH; liberado fue destilado por arrastre con
vapor y retenido en 50 ml de H3BO3 al 4% v/v conteniendo 400 pl de indicador combinado
de Mortimer (0,016% p/v rojo de metilo, 0,083% p/v verde de bromocresol en etanol). Las
titulaciones se realizaron con H»>SO4 0,1 N hasta viraje del indicador al color inicial. Las
determinaciones fueron realizadas al menos por duplicado, realizando dos blancos de
reactivos por cada lote de digestion (12 tubos). El factor de conversiéon usado para

convertir nitrogeno total en proteina fue de 6,25 g de nitrogeno/g de proteina.

Meétodo de Lowry con previa eliminacion de aziicares y nitrogeno no proteico (NNP):
Debido a la simplicidad y menores requerimientos de muestra, el contenido de proteina
soluble se determiné por el método de Lowry (1951). Este método no fue utilizado en
forma directa (sin eliminacion de azicares) debido a la interferencia que ejercen los
azucares (Hall, 1996) y fue empleado para aquellas proteinas precipitadas con acido tri

cloro acético (TCA) luego de eliminar los azlicares interferentes.
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Figura 3: Correlacién entre los métodos de Lowry y Kjeldahl empleando diferentes proteinas de referencia.
BSA: seroalbimina bovina, en negro. PSS, proteinas de suero de soja precipitadas con sulfato de amonio
en rojo. Las concentraciones de proteina por ambos métodos estan expresadas en mg/ml.

Los sueros liquidos se llevaron a una concentracion de TCA al 12% p/v, o para el caso de
los sueros deshidratados dicho agregado se realizo sobre soluciones conteniendo 10 mg
producto deshidratado/ml. A las proteinas precipitadas se las separd por centrifugacion
(9300 x g, 20°C, 20 min.) descartando los sobrenadantes. Para asegurar la eliminacion de
aziucares y NNP se realizaron 5 lavados (con sus correspondientes centrifugaciones)
utilizando solucion acuosa de TCA al 12% p/v, dispersando los precipitados con ayuda de
un agitador mecanico. Las proteinas precipitadas (sin NNP ni azicares libres) se
solubilizaron con NaOH 0,1N y sobre las soluciones resultantes se determiné el valor de
proteina, expresando los resultados como % de proteina en la muestra.

A fin de poder comparar la proteina precipitada con TCA (Proteina-tca) con los valores de
proteina (Nx6,25) utilizadas en el resto del trabajo, se construyeron rectas de calibracion
empleando proteinas de suero aisladas con sulfato de amonio y posteriormente dializadas
en el laboratorio (PSS,;,) en forma comparativa con seroalbumina bovina (BSA) comercial
(Sigma). La muestra PSS, seleccionada fue la de mayor solubilidad (seccién 5.2) y pureza
(seccion 3.2) con un contenido de proteina cercano a 100 determinado por Kjeldahl (Tabla
9). En la Figura 3 se muestran rectas tipicas halladas al emplear esta proteina patron en

comparacion con BSA las cuales permitieron establecer las siguientes correlaciones:
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Calibracién con BSA.
[Proteina] = [Proteina] tca x 0,8214 + 0,0511 (r>0.98) (1)

Calibracion con PSS,

[Proteina] = [Proteina] tca x 0,8623 + 0,0677 (r>0,98) (2)

Debido a que la ecuacién 2 tiene una pendiente més cercana a 1 y a la mayor similitud de
las PSS, con las proteinas analizadas en este trabajo, se utiliz6 la ecuacion 2 para expresar

los valores de proteina precipitadas con TCA en proteina.

2.7.4 Contenido de carbohidratos

Tanto para sueros como para proteinas aisladas los carbohidratos totales fueron
determinados empleando el método del fenol sulfiirico (Dubois, 1956). Este método fue
seleccionado debido a su elevada sensibilidad escasas interferencias y su capacidad de
determinar azicares simples, oligo y polisacaridos asi como sus derivados incluidos los
metfil-eter con grupos reducibles libres o potencialmente reducibles.

En esta metodologia las muestras son tratadas con fenol de alta pureza y H)SO4
concentrado, realizando en simultdneo rectas de calibracion en el rango lineal (10 a 70
pg/ml) con glucosa patrén como referencia. La cuantificacion se realizo
espectrofotométricamente a 480 y 490 nm correspondientes a los maximos de absorcion
para pentosas y hexosas respectivamente. Las determinaciones se realizaron al menos por
duplicado, realizando tres lecturas de cada una para minimizar errores.

Para el caso de las proteinas aisladas las determinaciones del contenido de proteina por
Kjeldahl (seccion 2.7.3) junto al contenido de carbohidratos totales permite calcular la
relacién hidratado de carbono totales a proteina (HC: P) expresada como mg de

carbohidratos/100 mg de proteina.
2.7.5 Carbohidratos coprecipitados con las proteinas

La determinacion de proteinas y carbohidratos en los precipitados obtenidos con TCA
sirvié para evaluar trazas de carbohidratos que puedan coprecipitan con las proteinas y no

sean eliminados durante las etapas de lavado. Estos precipitados fueron obtenidos a partir
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de suero de soja y de proteinas aisladas de los mismos. Para el caso de los sueros
deshidratados y debido a su menor contenido de proteinas se prepararon 50 ml de
soluciones conteniendo 10 mg producto liofilizada/ml de agua destilada. A partir de estas
soluciones en forma directa o luego de ser centrifugadas (9300 x g, 20°C, 20 min.) se
realizo la precipitacion de las proteinas con TCA las que fueron lavadas 5 veces y
resuspendidas en un volumen final de 5 ml de NaOH 0,1 N donde se determind el
contenido de proteinas-tca y el de carbohidratos por Dubois. Los contenidos de
carbohidratos y proteinas fueron expresados en porcentaje de la muestra de partida (sueros
deshidratados) considerando el protocolo utilizado.

Para proteinas aisladas la cantidad de carbohidratos coprecipitados junto con las proteinas
se determiné a partir de dispersiones conteniendo 10 mg proteina/ml de agua destilada.
Considerando el contenido de proteina en las muestras liofilizadas, se pesé cantidad
suficiente para preparar 10 ml de las dispersiones y a partir de éstas en forma directa o
luego de ser centrifugadas (condiciones vistas) se precipitd la proteina con TCA,
realizando los lavados y resuspendiendo en 10 ml de NaOH 0,1 N determinando el
contenido de proteinas-tca v carbohidratos.

Para las PSSLC (90-180°C) (seccion 2.6.2) se procedid de manera equivalente a lo
detallado para proteinas aisladas preparando dispersiones acuosas (10 mg proteina/ml),
determinando sobre éstas, antes y después de realizar la centrifugacién (9300 x g, 20 min.,
20°C) la cantidad de proteina-tca vy carbohidratos.

En todos los casos los carbohidratos coprecipitados junto a las proteinas fueron expresados

como HC-P en mg carbohidratos/100 mg proteina-tca.

2.8 Determinacion de la actividad antitriptica

La actividad antitriptica se determiné segtin el método de Gonzalez y Carrillo (1987) con
leves modificaciones. En este ensayo se midio la disminucién en la actividad de la tripsina
sobre hemoglobina desnaturalizada, debido a la adicion de los sueros o proteinas aisladas.

Las reacciones involucradas en este ensayo pueden resumirse de la siguiente forma:

Proteasa (tripsina) + Substrato (hemoglobina) =» Péptidos + amino:icidos
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Proteasa + Substrato + Inhibidor = Proteasa-Inhibidor + Substrato

La protedlisis se detuvo por adicion de TCA y en el sobrenadante se determind el
contenido de péptidos solubles y aminoacidos liberados por la proteodlisis con el reactivo de
Folin Ciocalteau (Agsp)-

Se realizd un ensayo control (100% actividad proteolitica) en ausencia de inhibidores y un
ensayo en blanco (0% actividad) con adicién de TCA a t=0.

El % inhibicion de la tripsina se calcul6 segun las siguientes expresiones:
A control — A blanco = 100 % actividad de tripsina  (3)
A jnestra — A blanco = X % actividad de tripsina  (4)
100 — X = % inhibicién de tripsina  (5)

La actividad antitriptica (%) se estimé como el valor relativo de % inhibicién tomando

como referencia al % inhibicion de la muestra no tratada térmicamente, segiin la expresion:
Actividad antitriptica (%) =100 x 'l  (6)

Donde: T e I son los % de inhibicion de las muestras con y sin tratamiento térmico,

respe ctivamente.

2.9 Determinacion del comportamiento térmico por

calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se utilizaron equipos de calorimetria diferencial de barrido modulado (MDSC) modelos Q-
100 y Q-200 (T.A. Instruments), disponibles en el CIDCA y en la UNQ, respectivamente,
analizando los datos con el software de los respectivos equipos (7.4. Universal Analysis
2000 for Windows 2000/XP). Los ensayos fueron realizados empleando rampas de
calentamiento de 5 o 10°C/min. con las muestras colocadas en capsulas herméticas
estandar de aluminio (7.4. Instruments), utilizando una de estas capsulas vacia como

referencia. En todos los casos se usd N> liquido para el enfriamiento y N> de alta pureza
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como gas de purga (caudal de 50 mL/min.). Para el caso de dispersiones acuosas se
utilizaron volimenes comprendidos entre 8 a 12 pl (capacidad maxima de la capsula), para
el caso de muestras deshidratadas debido a su mayor densidad fue posible colocar hasta 20
mg/capsula.

A partir de los termogramas obtenidos se determinaron las temperaturas de pico (Tp, °C) y
con el trazado de la linea de base desde el inicio al final del termograma se estimo la
entalpia total de desnaturalizacion proteica de cada muestra, expresandola por masa seca
(AH, J/g masa seca) y por proteina (AH, J/g proteina), usando el dato del porcentaje de
proteina de la muestra seca. Las determinaciones fueron realizadas al menos por duplicado.
Se utilizaron como patrones proteinas de soja, purificadas y liofilizadas libres de sales:
Trypsin inhibitor Type I-S from Glycine max; Lectin from Glycine max y Trypsin-
chymotrypsin inhibitor from Glycine max (todos de Sigma) como referencias del ITK, L y

ITBB, respectivamente.
2.9.1 Ensayos DSC sobre proteinas aisladas en solucion

Los ensayos fueron realizados con dispersiones de ASN y PSS al 30% p/p en agua
destilada. Con las muestras liofilizadas se prepararon dispersiones acuosas en tubos
eppendorf y se permitio la hidratacion durante al menos 1 hora a 4°C. 10-12 pl de cada
dispersion fueron colocados dentro de la capsula. Los calentamientos fueron realizados
desde 20°C hasta 150°C. Las capsulas conteniendo las muestras fueron pesadas antes y
después de cada corrida para comprobar la estanqueidad del sellado. L.a masa de muestra
seca dentro de cada capsula fue determinada secando las capsulas previamente pinchadas

en estufa a 105°C durante 24 h.

Estudios con mezclas ASN/PSS,. y ASN/cenizas de PSS,.. Para estudiar las interacciones
entre ASN y PSS se analizd el comportamiento térmico de mezclas de ASN con PSS
nativas, desnaturalizadas, almacenadas o con sus minerales (cenizas). Para el caso de las
mezclas ASN/PSS nativas, se mezclaron cantidades equivalente (1: 1 p/p, con Apeso < 4%)
de las proteinas aisladas liofilizadas adicionando agua hasta obtener una dispersion 30%
p/p- Los ensayos con PSS desnaturalizadas se realizaron tratando térmicamente en tubos

eppendorf (20 min., 100°C) dispersiones acuosas de las PSS a ensayar al 15% p/p, dejando
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enfriar y agregando luego cantidad de ASN liofilizada necesaria para obtener una
concentracion total del 30% p/p de la mezcla.

Las mezclas de ASN con cenizas de las PSS fueron realizadas como sigue: una cantidad de
cenizas obtenidas equivalente a 50 mg de PSS fue mezclada con 50 mg de ASN, se agregd
agua destilada (hasta obtener 30% p/p). En todos los casos una vez obtenida la mezcla final

a ensayar se permitié su hidratacion a 4°C.

2.9.2 Ensayos DSC sobre proteinas y sueros deshidratados e hidratados

con contenido acuoso <70%

Los estudios sobre SSL y PSS,. deshidratadas fueron realizados colocando la muestra en
condiciones anhidras (=20 mg/capsula) dentro de la cipsula. Las muestras fueron
analizadas desde 20°C hasta temperaturas finales comprendidas entre 90 y 180°C.

La condicion de deshidratacion fue asegurada colocando las capsulas abiertas conteniendo
la muestra en contacto con una atmosfera a una humedad relativa igual a cero durante 5
dias. Finalizada esta etapa las capsulas fueron inmediatamente selladas y pesadas. La masa
anhidra real dentro de la capsula se obtuvo por diferencia con la tara de la capsula.

Para obtener muestras hidratadas con humedades relativas bajas (<20% para SSL y <15%
para PSS,.) se procedié de la misma manera pero permitiendo la hidratacion dentro de un
desecador convencional cerrado con una humedad relativa del 75% (solucién saturada de
NaCl). En estas condiciones, las muestras dentro de las capsulas abiertas se hidrataron en
forma progresiva, proceso que fue controlado pesando regularmente las capsulas hasta
alcanzar el contenido de agua deseado.

Para contenidos de agua superiores se agrego la cantidad de agua requerida con una pipeta
Hamilton. En todos los casos y tras sellar las capsulas se permitié establecer el equilibrio a

4°C durante al menos 1 hora.

2.9.2.1 DSC de SSL modelado a partir de sus componentes mayoritarios: El SSL
modelado se realizo sobre mezclas PSS,.-sacarosa (para simular el suero de soja original
que confiene sacarosa como azucar mayoritario). Para ello se prepararon mezclas de los
productos liofilizados PSS,. y sacarosa en la misma proporcion que la determinada en el
SSL. Dicha mezcla fue disuelta en agua destilada (relacion agua: mezcla liofilizada 10: 1

P/p). congelada y liofilizada antes de su analisis por DSC.
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2.9.3 Termogramas DSC modulados

En una serie de experimentos, los DSC fueron realizados de forma modulada (modulated
DSC technology, TA Instruments, USA). El empleo de la calorimetria diferencial de barrido
modulada (MDSC) reemplaza la rampa tradicional de calentamiento por un incremento
oscilatorio sinusoidal de la temperatura, lo que permite que el flujo de calor pueda ser
medido simultdneamente con cambios en la capacidad calorifica. La utilizacion de
transformadas de Fourier permite separar el flujo de calor en tiempo real en una
componente de capacidad calorifica y otra componente cinética. En MDSC el flujo de
calor se lo denomina flujo de calor total, la capacidad calorifica es el flujo de calor
reversible mientras que la componente cinética es el flujo de calor no reversible. De esta
forma la sefial de flujo total de calor es equivalente al flujo de calor en un DSC estandar.
Estos ensayos fueron usados para determinar: i) la temperatura de transicién vitrea (Tg) de
las PSS, v del SSL modelado en condiciones anhidras; ii) el agua congelable (AC) en el
SSL con diferentes contenidos de humedad. En ambos ensayos la amplitud en la
modulacién de la temperatura y el periodo usado fue de + 0,5°C y 50 s, respectivamente.

El analisis de la Tg fue realizado empleando una rampa de 5°C/min. entre -20 y 200°C. Los
valores de Tg fueron obtenidas a partir de las seflales “reversing heat flow” y “heat
capacity” en funcion de la temperatura. Esta serie de ensayos fueron realizados al menos
por triplicado.

La cantidad de agua congelable fue medida sobre capsulas selladas herméticamente
conteniendo SSL y diferentes cantidades de humedad (seccién 2.9.2). Las corridas se
realizaron segun el siguiente protocolo: enfriamiento rapido (20°min.) hasta -50°C;
isoterma a esta temperatura durante 20 minutos; posteriormente calentamiento hasta -20°C
empleando una rampa de 10°C/min (este ciclo se repitié al menos 1 vez para asegurar la
cristalizacion del agua) y calentamiento hasta 30°C a 10°C/min. Se realizé un ensayo
control con agua destilada. Como referencia para el valor de entalpia de fusién se utilizé la
del agua pura (Zhong y Sun.. 2000). El valor de AC fue expresado como g agua

congelable/g agua total en la muestra x 100.
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2.10 Solubilidad de proteinas en agua destilada y en buffer

fosfato

La solubilidad en agua destilada de las proteinas aisladas fue determinada preparando
dispersiones acuosas 10 mg/ml mediante agitacion magnética suave durante 2 h a 25°C y
centrifugando luego las mismas a 9300 x g (20 min., 20°C). El contenido de proteinas
soluble en el sobrenadante fue determinado por el método de Lowry (seccion 2.7.3) y
expresado como proteina mediante la Ec. 2. La solubilidad en buffer fosfato de sodio 10
mM, pH 7.0 fue determinada a 1 y a 10 mg/ml siguiendo el mismo procedimiento que en
los ensayos con agua destilada.

La solubilidad fue expresada como % p/p = (mg proteina soluble/ mg proteina total) x100,
siendo la cantidad de proteina total en la muestra ensayada determinada por el método de

Kjeldahl.

2.11 Electroforesis de proteinas aisladas

Las electroforesis en geles de poliacrilamida fueron realizadas segiin el método de

Laemmli (1970) utilizando un equipo BioRad, modelo Mini Protean III.
2.11.1 Reactivos utilizados

Buffer de corrida: Tris (Hidroximetil aminometano)-HCl (Tris-HCI) 0,025M, glicina
0,192M (pH 8.3 con o sin dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,1% p/v.

Buffer de gel separador: Tris-HC1 1,5M (pH 8.0), TEMED 0,4% (p/v) con o sin SDS 0,4%
(p/v).

Buffer de gel apilador: Tris-HC1 0.5M (pH 6.8), TEMED 0.4% (p/v) con o sin SDS al
0,4% p/v.

Buffer de muestra 2X para electroforesis disociante: Tris-HCI 0,37M (2,24 g Tris-base/50
ml finales, pH 6.8), SDS 4% p/v (2,0g/50 ml finales), glicerol 25% v/v (12,5 ml/50 ml

finales), azul de bromofenol 0,1% p/v (50 mg/50 ml finales) con o sin 2-mercaptoetanol (2-

ME) 5% v/v.
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Solucion de acrilamida-bisacrilamida (30% p/v bisacrilamida 0.8% p/v: Se utilizaron

geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y el sistema de buffer de

Laemmli (1970), que se encuentran listados en el item anterior.

2.11.2 Muestras analizadas y preparacion de las mismas

Se analizaron las proteinas de suero aisladas mediante precipitacién con acetona en frio,
con sulfato de amonio y los ASN. Para las proteinas no calentadas las muestras fueron
disueltas directamente en el buffer de muestra 1X. Para las calentadas el tratamiento
térmico se realizé en buffer fosfato de sodio a 100°C por 5 min., realizando un
enfriamiento (agua-hielo) hasta alcanzar 25°C antes de agregar el buffer de muestra 2X.
Para los estudios en condiciones reductoras se uso buffer de muestra con 2-ME 5% v/v. En
todos los casos, previo a la siembra se centrifugoé a 10000 x g durante 1 min. a temperatura

ambiente para eliminar las proteinas insolubles en el buffer de muestra.

2.11.3 Condiciones de corrida

Los geles preparados fueron de 1 mm de espesor, y un tamaiio aproximado de 8 x 8 cm, de
10 o 12 calles en una concentracion del 12% (p/v) de la solucion de acrilamida-
bisacrilamida, usandose concentraciones finales de TEMED y persulfato de amonio de
0,1% (v/v) y 0,035% (p/v), respectivamente. Las electroforesis se realizaron a voltaje
constante (220 V) y una intensidad de corriente de 30 miliamperios por cada placa. Se uso
en todos los casos un gel apilador al 5% (p/v) de la solucion de acrilamida-bisacrilamida.

Las muestras fueron preparadas de manera tal que contengan 20-40 nug de proteina en un
volumen de siembra <15 pl/calle, condiciones que responden a los lineamientos dados para
electroforesis en mini-geles empleando el método de Laemmli (1970), en los que la
correcta identificaciéon de las bandas requiere de 1 pg de proteina por cada banda aislada

cuando se colorea con Coomassie Blue R-250 (Abelson y Melvin, 1990).

2.11.4 Revelado y analisis de los geles

Una vez concluidas las corridas, los geles fueron tefiidos con Coomasie R 250 al 0.2% p/v

en una mezcla etanol: agua: acido acético (4.0: 4,0: 1,6 v/v/v) durante 12 h en bandeja
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agitadora. La decoloracion se realizé con mezcla agua: etanol: acido acético (6.,5: 2,5: 1,0
v/v/v). Se realizaron cambios de mezcla decolorante hasta tener un buen conftraste entre las
bandas coloreadas y el fondo. Finalmente, los geles fueron conservados en agua
ligeramente acidulada con acido acético. Se obtuvieron imagenes de los geles escaneando
los mismos con un equipo HP Scandet 3200C y los archivos generados fueron
almacenados en formato TIFF no comprimido.

Las imagenes fueron llevadas a un tamafio y resolucién adecuada usando el programa
Corel Photo-Paint 8. Las imagenes procesadas fueron analizadas con el software
SigmaGel, con el cual se realizé 1a medida de la intensidad de las bandas.

Para la estimacion de los pesos moleculares (PM) de las bandas se sembro en cada gel una
mezcla de patrones de PM provistas por Pharmacia, el cual se compone de una serie de
proteinas de peso molecular conocido. Debido al PM de las muestras analizadas en este
trabajo se emplearon los patrones de proteinas de baja masa molecular LMW (Low
Molecular Weight) integrado por una mezcla de: Fosforilasa b (94,0 kDa), Albumina
Bovina (67,0 kDa), Ovoalbumina (43.0 kDa), Anhidrasa Carbonica (30,0 kDa), Inhibidor
de 1a Tripsina de soja (20,1 kDa) y «-lactoalbumina (14,4 kDa).

Los pesos moleculares informados para cada banda corresponden al calculo de al menos

dos geles.

2.12  Determinacion de hidrofobicidad superficial y

fluorescencia intrinseca

La fluorescencia intrinseca (FI) asi como la hidrofobicidad superficial (Ho) fueron
determinadas sobre dispersiones acuosas conteniendo 1,0 mg proteina/ml. Las

determinaciones se realizaron sobre las muestras tratadas como sigue: i) proteinas totales

correspondientes a dispersiones preparadas conteniendo tanto las proteinas solubles como
las insolubles, preparadas por agitacion magnética suave a temperatura ambiente durante 2

h; ii) proteinas totales calentadas, son las muestras i) tratadas térmicamente en un baflo

Maria a 100°C durante 5 min. y enfriadas hasta 25°C; iii) proteinas solubles, son los

sobrenadantes de las muestras i) luego de ser centrifugadas a 9300 x g por 20 min. a 20°C;

iv) proteinas calentadas solubles, son los sobrenadantes de las muestras ii) centrifugadas

como en el puntos anterior.
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Los espectros de FI fueron determinados a 25°C en el rango 300-400 nm a una A= 291
nm utilizando un espectrofluorémetro Aminco-Bowman Serie 2, Thermo Fisher Scientific,
US4, equipado con un portacubetas termostatizado. A partir de los espectros de emision se
determiné la ubicacion del méaximo de emision (A.,) asi como la intensidad de
fluorescencia (If,.,).

Las medidas de hidrofobicidad superficial (Ho), fueron realizadas empleando la sonda 1-
anilino 8-naftalen sulfonato de sodio (ANS), (Sigma Aldrich Chemical Company)
siguiendo la metodologia de Kato y Nakai (Kato y Nakai, 1980; Haskard y Li-Chan, 1998).
La concentracion de la solucion madre de ANS (20 mM) fue determinada midiendo la
absorbancia usando el coeficiente de extincién molar (g) = 4950 M cm™ a 350 nm.
Previamente fueron obtenidos los espectros de excitacion y emision fluorescentes del ANS,
las proteinas aisladas y sus mezclas, a fin de detectar aumentos o cambios en la intensidad
de fluorescencia relativa (If). Para el sistema de estudio se determind la Aexc ¥ Aep, asi
como el rango de concentraciones en donde el efecto del filtro interno fue despreciable. Se
determiné la IF de 3 ml de ANS 0,04 mM, y la IF tras el agregado de alicuotas (10 pl) de
dispersiones proteicas conteniendo 1,0 mg/ml de forma directa y luego de ser centrifugadas
(9300 x g, 20 min., 20°C). Las determinaciones de la proteina con la sonda unida (IF,) asi
como las de la proteina sin la sonda en su correspondiente medio a la misma concentracion
(IFp). fueron determinadas a 25°C empleando una Aec ¥ Aem de 396 y 478 nm,
respectivamente.

La IF neta = IF, - IF, fue graficada en funcion de la concentracion de proteina: siendo Ho

la pendiente inicial de este grafico. Las determinaciones fueron realizadas por duplicado.

2.13 Medidas de tension superficial

Las muestras analizadas y condiciones de preparacion fueron las mismas que en las
determinaciones de Ho y FI a una concentracion de 1,0 mg proteina/ml como se detallo en
2.12. Las determinaciones para cada proteina y condicion ensayada fue realizada por
triplicado real, realizando todo el proceso (pesada, disolucion magnética, tratamientos
térmicos y centrifugaciones cuando correspondiese) en cada uno de los replicados. Todas
las determinaciones fueron realizadas empleando un mismo lote de buffer fosfato.

Las medidas de tension interfacial fueron realizadas empleando un equipo Lauda TVTI1

(Drop Volumen Tensiometer, Germany) que realiza medidas de tension superficial
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(interface aire/agua) basado en el principio de formacion y caia de gotas cuando las
mismas son creadas en condiciones controladas. Este principio de medida se basa en la
cuantificacion exacta del volumen de la gota en el momento en que la gota se separa del
capilar cuando se alcanza el volumen critico, que corresponde cuando se logra igualar la
tension superficial con el peso de la gota. El equipo brinda directamente el valor de tension
superficial (y) en mN/m. Las medidas fueron realizadas empleando el modo dindmico con
las siguientes condiciones operativas: un volumen de jeringa de 2.5 ml, una temperatura de
la muestra de 22°C y un numero de ciclos de 3x13. Esto ultimo significa que el equipo
realizo6 13 ciclos dentro del rango seleccionado de velocidad de goteo y que para cada ciclo
se formaron 3 gotas a la misma velocidad.

Se trabajo en el rango de velocidad comprendido entre 0,07 — 16,21 segundos/ul y
registrando directamente los valores medios de y (mN/m) con sus desvios estandar en

funcioén del tiempo de formacion de gotas (segundos).
2.13.1 Determinacion de la velocidad de adsorcion

Por diferencia entre los valores Y, y ¥ se obtuvo el parametro Ay, que se conoce como
presion superficial. La velocidad de adsorcién e la proteina en la interface fue estimada
hallando la pendiente en la zona lineal al graficar entre Ay vs t % Un ejemplo de dichas

medidas puede verse en la Figura 4.
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Figura 4: a) Tension superficial (mN/m) registrada en las mismas condiciones para el buffer y una solucién
conteniendo 1,0 mg proteina/ml de PSS,,. b) Regresion lineal entre Ay =7, - 7 obtenida del grafico a) y la
raiz cuadrada del tiempote formacion de gota. y,: Tensién superficial del buffer fosfato y v: Tensién
superficial de la solucién de proteina a cada tiempo.
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2.13.2 Determinacion de la tension de equilibrio

Como resultado del proceso de adsorcion superficial de la proteina en la superficie de la
gota en funcion del tiempo, la tensidén superficial alcanza valores minimos que
corresponden a la tension de equilibrio y. (mN/m) y que en las condiciones ensayadas se
alcanzo en tiempos de formacion de gota superiores a los 400 s (Figura 4). Para compensar
posibles variaciones diarias en el funcionamiento del equipo, antes de comenzar las
medidas propiamente dichas y durante el periodo de hidratacion de las proteinas se midio
la tensién superficial del buffer puro (y,) en las mismas condiciones utilizadas luego para

medir la muestra.

2.14 Determinacion de propiedades emulsionantes

2.14.1. Preparacion de emulsiones o/w

Se prepararon emulsiones o/w con dispersiones en buffer fosfato 10 mM pH 7,0 de las
diferentes proteinas aisladas y sueros, con concentraciones equivalentes de proteina. Se
emplearon concentraciones de 1, 5 y 10 mg de proteina/g de buffer. Las emulsiones o/w
con un ¢, = 0,33, fueron preparadas con 10 g de dispersién acuosa y 5 g de aceite de
girasol (Molinos, Argentina) por homogeneizacion a 20.000 rpm (1 min., 20 + 2°C) con
rotor S 25 N-8G conectado a un homogeneizador Ultraturrax T-25 (IKA-Labortechnik,
Staufen, Alemania).

Las emulsiones preparadas fueron: 1) Emulsiones con sueros de soja y tofu, preparadas con
dispersiones acuosas de las muestras SSL, STL, STST y SSST y SSLC; 2) Emulsiones con
proteinas de suero aisladas, empleando las muestras PST,., PSSLC y PSS, ¥ PSS, 3)

Emulsiones con aislados de soja, ASN, que fueron tomadas como referencia.
2.14.2 Caracterizacion de las emulsiones

Sobre las emulsiones inmediatamente después de su preparacion se realizaron los
siguientes estudios: 1) estimacion del area creada; 2) determinacion de la distribucion de
tamafio de particulas y diametros caracteristicos; 3) estimacion de los grados de floculacion

y coalescencia; 4) andlisis de la desestabilizacion global en funcion del tiempo en
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condiciones de almacenamiento estacionario y 5) estudios de separacion de fases (aceite

separado).

2.14.2.1 Determinacion del area interfacial creada: La determinacion del indice de
actividad emulsificante (IAE), que da idea del area interfacial creada durante la formacion
de gotas o/w, fue realizada midiendo la absorbancia a 500 nm en un espectrofotémetro
Beckman DU 650 sobre emulsiones recién preparadas, las cuales fueron diluidas con buffer
fosfato de sodio 10 mM conteniendo SDS 1,0 %. Se utilizaron diluciones comprendidas
entre 1/20 a 1/200 v/v de forma tal que la absorbancia quede comprendida entre 0.5 y 0,9.
Las determinaciones fueron realizadas al menos por quintuplicado para minimizar los

errores del método. E1 TAE fue calculado segun la siguiente expresion:

IAE=(4,606 x Axd)/(Lx.0xC) (7)
Donde:
A =la absorbancia a 500 nm.
d = el factor de dilucion.
L = es el camino 6ptico (en m).
¢ = la fraccion volumétrica de la fase dispersa.

., . 3
C es la concentracion proteica en g/m’.

2.14.2.2 Distribucion de tamario de particula (DTP): Factores tales como la estabilidad a
largo plazo, la apariencia y la textura estan intimamente ligados al tamafio de las gotas que
contiene una emulsiéon. En una emulsién monodispersa el concepto de DTP carece de
sentido, ya que el tamafio de las gotas esféricas puede caracterizarse de manera inequivoca
a través de un solo parametro, el radio (1) o el didmetro (D) de las gotas. Las emulsiones
alimentarias son siempre poli dispersas, es decir que el tamafio de las gotas varia dentro de
un rango definido entre un valor minimo y un valor maximo y por lo tanto es conveniente
utilizar las DTP.

La DTP de las diferentes emulsiones se determiné por dispersion de luz laser utilizando un
analizador de particulas Malvern Mastersizer (Malvern Instruments Limited., Worcester,
Reino Unido) modelo 2000-E acoplado a una unidad de dispersién Hydro 2000MU. Este
equipo mide la dependencia angular en la intensidad de luz difractada de una solucion
diluida utilizando 1a teoria de Mie (Castellani y col., 2008) para obtener un analisis éptimo

de la distribucion de la energia de la luz. Para prevenir los efectos de la difraccion maltiple
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la emulsién es diluida antes de realizar las medidas de difraccion de luz y continuamente
agitada para asegurar la homogeneidad de las determinaciones. Estas condiciones de
dilucion y agitacion son necesarias para romper los floculos débiles entre las gotas pero no
los fuertes. Las condiciones de agitaciéon deben ser cuidadas para que se rompan los
fléculos inestables o permitir la separacion de gotas de aceite en gotas aisladas que puedan
cuantificarse.

La velocidad de la unidad dispersora se seleccion6 en 2000 rpm y los pardmetros opticos
utilizados para la conversion del patrén de difraccion angular en la correspondiente DTP
fueron los siguientes: indices de refraccion y de la fase dispersa: 1,33 y 1,47
respectivamente, utilizando un coeficiente de absorcion: 0,001 (Palazolo y col., 2011).

Las determinaciones fueron realizadas tomando dos alicuotas de la emulsion inicial o las
emulsiones sometidas a distintos tratamientos. Dichas alicuotas fueron diluidas (1/2 v/v): la
primera con el mismo buffer de la fase acuosa utilizado en la preparacién de la emulsion y
la segunda alicuota se diluyo6 con buffer Tris/HCI 50 mM pH 8,0 conteniendo 0,1% SDS.
Estas mezclas fueron realizadas dentro de frascos de vidrio con tapa a rosca realizando el
mezclado por inversion suave para prevenir la coalescencia y asegurar en aquellas en las
que se utilizé SDS la completa defloculacion de la emulsion (Anton y col., 2002).

Las funciones de distribucién de tamafio de particula son monomodales cuando presentan
un tnico pico que indica una unica poblacion, bimodales cuando presentan dos picos
principales o multimodales si hay mas de dos picos o poblacién. La Figura 5 muestra un
ejemplo de distribuciones en numero, superficie y volumen para una emulsién o/w
multimodal, en la que se puede ver que segin se expresen los resultados aumenta o
disminuye el peso de cada poblacién de tamafio de particulas. En la distribucién en
volumen se maximiza el peso que tienen las particulas de mayor tamafio permitiendo su
deteccion aun cuando en nimero sean minoritarias.

A partir de las funciones de distribucion pueden calcularse distintos diametros promedio,
tales como: D o (en numero), D> (en superficie) y D3 (en volumen), los cuales requieren
el conocimiento del numero total de gotas. Se puede prescindir de dicho dato mediante la
utilizacion de los didmetro promedio de Sauter (D3;) y de De Brouker (D43), cuyas
formulas no contienen el niimero total de gotas. Son valores que corresponden a los
promedios de las distribuciones en superficie y volumen respectivamente. D3> y D43 se
conocen como “moment diameters” e introducen otro término lineal en el diametro, de
manera que en el numerador el término superficial tiene una dependencia con D’ y el

volumen con D* (Wasltra, 1983; Rawle, 2005).
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Figura 5: Distribuciones de tamafio de particula para una emulsion aceite en agua (o/w): a) distribucién en
nimero; b) distribucién en superficie; ¢) distribucién en volumen.

De esta forma a partir de las DTP expresadas como % volumen (%V) o como % superficie
(%S) en el rango de diametros proporcionados por el equipo se obtuvieron sus parametros
caracteristicos expresados en Hm cuyas definiciones estdn dadas en las siguientes

ecuaciones:

D3> = Y ni. di. Si/ X ni. Si=3Y ni. Di¥/ ¥ ni. Di*  (8)

Ds3= Yni.di. Vi/Xni Vi=X ni. Di¥/ X ni. DY (9)
2.14.2.3 Estimacion de los grados de floculacion y coalescencia: A partir de los valores de
Dy 3 se calcularon el grado de floculacion final (GF%) y el grado de floculacion inicial para
las emulsiones recién preparadas (GF;%) empleando las siguientes expresiones:

GF% = [(D43 sps - D13 +sps)/D43 +sps] * 100 (10)
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GF;% = [(D43i-sDs - D43i+sps)/D43i+sps] x 100 (11)

Donde D43 sps ¥ Das +sps son los diametros promedio de las emulsiones al final de un
almacenamiento medidos en ausencia y presencia de SDS, respectivamente. Mientras que
D43; spsY Da3;+sps son los didmetros promedio de las emulsiones inmediatamente luego

de ser preparadas medidos en ausencia y presencia de SDS, respectivamente.
Con los valores Dy 3 se determin6 ademas el grado de coalescencia (GC%) como:
GC% = [(D4__3 - D4__3 im')fD4__3 j_u_i]x 100 (12)

Donde D43 v Da3 im son los didmetros promedios de las emulsiones luego del
almacenamiento e iniciales medidos todos en presencia de SDS, respectivamente.

Aunque estos indices pueden también calcularse a partir del didmetro promedio de Sauter
D35 el grado de coalescencia y el de floculacion se evalua mas adecuadamente utilizando
el D43 Esto es particularmente importante en las emulsiones en las que se analizan los
cambios producidos debido a los procesos de congelamiento-descongelamiento; casos en
los que dichos cambios son detectados con mayor sensibilidad (Relkin y Sourdet, 2005).
La principal diferencia entre estos parametros es que en el GC% se toma como referencia a
la emulsion inicial y se analizan los cambios producidos en el tamafio de particula (por
coalescencia) respecto a la misma. Por otra parte el GF% refleja simplemente la variacion
del tamafio de particula cuando la distribucién se determina en ausencia y presencia de
SDS y puede calcularse tanto para emulsiones iniciales como a las sometidas a cualquier

tratamiento.

2.14.2.4 Desestabilizacion de emulsiones en condiciones estacionarias: Estos estudios
fueron realizados utilizando un analizador optico vertical (Quick Scan, Beckman Coulter,
Inc., Fullerton, USA) cuyo esquema se muestra en la Figura 6.

Este equipo permite medir la desestabilizacion global de emulsiones, suspensiones y
espumas sin dilucion, con tamafios de particula entre 0,05 a 5000 pm y una concentracion
de 60% v/v de fase dispersa. Las lecturas se realizan utilizando una cabeza movil en forma
de herradura que rodea una celda cilindrica de vidrio transparente de 80 mm de largo. La

emulsion se coloca dentro de esta celda que queda cerrada por la parte inferior con un
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tapon de goma y por la superior con una tapa a rosca. La cabeza movil se desplaza
verticalmente impulsada por un tornillo sin fin, a lo largo de la celda. Una de las ramas de
este cabezal contiene la fuente de luz que emite en la zona del infrarrojo cercano (850 nm)
y trabaja de forma sincronica con dos detectores. Uno de ellos esta ubicado en la otra rama
de la herradura y recoge la radiacion transmitida a través de la muestra (Transmitancia) y
otro junto al emisor que recibe la radiaciéon dispersada (Backscattering) por la muestra en

una direccion de 135° respecto a la fuente (Pan y col., 2002).

Anallizador optico vertical

0% 50% 100%

Back
Scattering

Longitud de la muestra

Cortesia Beckman Coulter

Figura 6: Esquema del funcionamiento del Analizador éptico vertical QUICK SCAN.

La cabeza lectora del Quick Scan (QS) adquiere datos porcentuales de Transmitancia (T%)
vy Backscattering (BS%) cada 40 pm a lo largo de la celda y presenta los resultados
mediante su software por medio de las correspondientes curvas de T% y de BS% en
funcién de la altura del tubo. El intervalo de adquisicion de datos puede programarse y los
resultados son expresados en funcidn del tiempo.

La estabilidad global de las emulsiones se analiz6 colocando la emulsion recién preparada

dentro de la celda y registrando los perfiles de BS% y de T% en funcién de la altura en la
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celda en forma simultanea. Ambos perfiles fueron registrados durante 60 minutos a

intervalos de 1 minuto, con una medida final a las 24 horas de almacenamiento.

Cinética de separacion gravitacional: El proceso de desestabilizacion en la zona baja del
tubo se debe a un empobrecimiento en gotas de aceite en esta region debido a una
separacién gravitacional. Este proceso de desestabilizacion (cremado) en las emulsiones
recién preparadas se analizo estudiando los perfiles de BS% y T% en funcién de la altura
de la emulsion en la zona baja de tubo (15-17 mm). Se utilizaron valores promedio de BS
para determinar la constante cinética de separacion gravitacional (K). Esta K provee
informacién sobre la velocidad con la que se desarrolla el proceso de cremado en los
estadios iniciales de separacion gravitacional. Dicha constante se define por medio de la

expresion:
K =10°/ (BSoprom X trea) ~ (13)

Donde BSpurom €s €l valor promedio inicial de BS (correspondiente al perfil inicial, a t= 0
min) y teq es el tiempo de reduccion del BS hasta un cierto porcentaje del valor BSg prom
Esta expresion fue definida por Marquez y col. (2005) al emplear un QS para cuantificar la
estabilidad de emulsiones tipo cremas preparadas con leche de soja. En nuestros ensayos se
utilizo un tq = o5 que es el tiempo necesario para obtener una reduccion del 50%.

Estudio de la fase crema: El porcentaje de la fase crema (FC%) se determind a las 24 h a

un valor de BS% = 30% mediante la expresion:
FC% = (AJ/A) x 100 (14)

Donde A. es la altura de la fase crema, en tanto que A. es la altura de la emulsién inicial;

en ambos casos dichas alturas estan expresadas en mm.

Efecto de la floculacion: Para analizar si la cinética de cremado estaba influenciada por la
presencia de floculos, se prepararon las emulsiones de forma habitual agregandose
inmediatamente luego de su preparacion 150 pum de buffer de muestra conteniendo SDS
10,0 p/v (0,1% p/p final en la fase acuosa). Se utilizo este buffer para poder disociar los
fléculos antes de la corrida, sin afectar la concentraciéon de los demés componentes de la

emulsion preparada (seccion 2.14.1).
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2.14.2.5 Determinacion de aceite separado (AS%): fue realizada siguiendo el
procedimiento experimental conocido como método de dilucion del colorante con leves
modificaciones (Thanasukarn y col., 2004a).que emplea el colorante lipofilico Sudan III

(Solvent Red 23), que exhibe una absorbancia maxima a 508 nm (Figura 7a).
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Figura 7: a) Barridos de longitud de onda de soluciones de Sudan III en aceite de girasol con su
caracteristico maximo ubicado a 508 nm. b) Rango de respuesta lineal del Sudan ITI en aceite de girasol; las
medidas se realizaron a 508 nm en un rango comprendido entre 2,5%x10 y 1,5x10¢%

El principio del método consiste en que el aceite separado de una emulsion desestabilizada
puede ser cuantificado al ser mezclada con aceite conteniendo el colorante. La absorbancia
del aceite coloreado se reduce por la diluciéon generada por el aceite separado. Se preparo
una solucion madre de Sudan IIT en aceite de girasol refinado (0,015% p/p) por agitacion
magnética (4°C, 24 h). A partir de esta solucion madre se prepararon mediante dilucion con
aceite refinado de girasol soluciones de menor concentracion, incluida la utilizada en los
ensayos (0,001% p/p). Se determind el rango de linealidad entre la absorbancia y la
concentracién del colorante en aceite de girasol. En la Figura 7b puede verse que la
absorbancia a 508 nm (Aspg) exhibe una dependencia lineal con la concentracion del
colorante en el rango de concentracion 0 — 0,001 % p/p, de acuerdo con la Ley de Lambert-

Beer, resultando la expresion:

Asog = 730,6535 X Csyganm - 0,0051  (r=0,9991) (15)

Donde Csyganmes la concentracion de Sudan III en aceite de girasol.
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Protocolo seguido para cuantificar AS: a) Mezclar 8 g de emulsion problema con 2 g de
solucion de Sudan IIT al 0,001% p/p en tubos de centrifuga plasticos. Mezclar por inversion
suave y seguidamente incubar durante 60 min. a 20 £+ 2°C a fin de favorecer la separacion
del aceite; b) Realizar una centrifugacién a baja velocidad (5 min., 250 g a 20°C) para
permitir la separacién de la capa del aceite coloreado de la emulsion problema (fase
inferior) minimizando la coalescencia de la emulsién (Thanasukarn y col., 2004a); c)
Retirar una alicuota de aproximadamente 1,5 ml del aceite coloreado en un tubo eppendorf
y centrifugar (14.000 x g, 15 min., 20°C) para eliminar trazas de emulsién que puedan
afectar la medida espectrofotométrica ya que los que se quiere medir a 508 nm es la
dilucion del aceite con el Sudan IIT debido al aceite separado de la emulsion. Se realizaron
las determinaciones utilizando aceite refinado de girasol como blanco; d) La fraccién en

masa del aceite no emulsificado o AS% se calcul6 a partir de la siguiente expresion:
AS% =myx(A-1)/(m:X ¢) (16)

Donde:

m,: Masa de solucién de colorante agregado (2 g).

A: Relacion de las absorbancias a 508 nm del aceite coloreado antes y después del proceso
de extraccion. Notar que si la emulsion separa aceite, este aceite separado se mezclara con
el aceite tefiido con el sudan III bajando en consecuencia la DO a 508 nm, por tanto:

A = Asgo colorante puro / Asggcolorante diluido > 1.

m.: Masa de la emulsion (8 g).

Om: Fraccidn en masa del aceite en la emulsion.

Verificacion de la validez del método: La aplicabilidad y exactitud del método depende del
grado de correlacion entre el aceite libre (agregado a la emulsidn) y el cuantificado al
utilizar esta técnica. Para ello se determinod el AS% de la forma detallada sobre emulsiones
preparadas con ASN al 1,0% (que no libera aceite) con agregado de cantidades conocidas
de aceite libre.

Se realizaron ensayos sobre 6 emulsiones por triplicado, a una de ellas no se le agrego
aceite y a las restantes se les adicioné cantidades conocidas de aceite hasta alcanzar el

contenido total de aceite utilizado en la preparacién de la emulsion. Estas emulsiones
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fueron preparadas de manera independiente (incluyendo pesada de la proteina aislada,

dispersion magnética en el buffer, agregado del aceite y homogeneizacion).

95 | Aceite medido = 0,0936 + 0,9010 * aceite agregado
.20
2
)
T 15
°
£
o 1.0
©
o
< 05

00

1 L 1 M 1 M 1 L 1 M 1
00 05 1.0 15 2.0 25
Aceite agregado (g)

Figura 8: Aceite cuantificado mediante el método de dilucién del colorante en emulsiones estabilizadas con
ASN con y sin agregado de aceite libre en funcién del aceite agregado en las mismas.

Una correlacion lineal (Figura 8) fue hallada entre el aceite cuantificado por el método y el

aceite agregado a cada una de las emulsiones.
Aceite medido = 0,9010 x Aceite agregado a la emulsién - 0,0936 (r=0,9994) (17)

Estos ensayos permitieron comprobar que: i) el aceite medido empleando esta metodologia
es igual al aceite libre agregado: ii) hay ausencia de interacciones o interferencias entre el
colorante y los componentes de la emulsion, iii) esta metodologia es aplicable para

determinar el aceite separado en emulsiones.

2.15 Estudios de crioproteccion de emulsiones congeladas

Debido al alto contenido de carbohidratos presentes en los sueros de soja y de tofu, se
analizo el poder crioprotector de los mismos sobre emulsiones que presentan cierto grado
(alto o bajo) de desestabilizacion al ser congeladas. Se emplearon como crioprotectores los

sueros deshidratados (SSL y STST) en forma comparativa con un azucar de referencia. Se
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evaluo su accion crioprotectora sobre emulsiones o/w preparadas con dispersiones acuosas
al 2% p/p de ASN o caseinato de sodio (CS) como fase acuosa. El caseinato utilizado fue
adquirido a Sigma Aldrich (St. Louis, USA4) y se utilizd sin purificacion previa: su
contenido de proteina cruda fue del 90,4 + 0,33% (% p/p. Nx6,38). Las dispersiones
proteicas fueron preparadas en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0 mediante agitacién
magnética suave a temperatura ambiente durante 5 h.

Las emulsiones o/w se prepararon con bajo tamaiio de particula para poder evaluar tanto el
efecto desestabilizante de la congelacion como el de crioproteccion ejercido por los sueros.
Estas emulsiones se prepararon en dos etapas: 1) Emulsién primaria: homogeneizando la
dispersion proteica con aceite refinado de girasol (Molinos, Argentina) con un ¢,, = 0,33,
utilizando un Ultraturrax T-25 con rotor S 25 N-10G (20.000 rpm, 1 min.); Zda) Emulsion
secundaria: homogenizando la emulsion primaria con un homogeneizador a valvula de alta
presion (equipo Panda 2K, GEA Niro Soavi, Parma, Italia), con una presiéon de 400 y 40
bar en la primera y segunda valvula, respectivamente. Se descartaron los primero 150-200

ml y se realizo6 un total de tres circulaciones para asegurar una correcta homogeneizacion.
2.15.1 Estudios a corto tiempo de almacenamiento congelado

Se realizaron ensayos de almacenamiento congelado (-18°C) durante 28 dias sobre
emulsiones. En estos estudios preliminares a corto plazo se analizé el nivel de
crioproteccién ejercido por STST o SSL a concentraciones de 1,0 o 5,0% p/p en las
emulsiones finales de ASN o CS. Se realizaron ensayos comparativos utilizando cantidades
de sacarosa equivalentes a los aportados por los respectivos sueros deshidratados en los
diferentes niveles ensayados.

Los controles con sacarosa fueron preparados considerando que 1/3 p/p del STST son
glicidos, mientras que la mitad del SSL corresponde a carbohidratos con posible poder
crioprotector. En todos los casos los crioprotectores fueron dispersados por agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 2 h en cantidad de buffer fosfato 0,1 M
conteniendo azida sodica al 0,03% p/v suficiente para llegar a 10 g finales, de manera de
obtener dispersiones al 2,0 y 10,0% p/p, respectivamente. Previo a la congelacion, las
emulsiones se diluyeron a la mitad (¢,, final = 0,165) con: i) buffer fosfato de sodio 0,1 M
(control); ii) buffer conteniendo 2,0 y 10,0% p/p de STST o SSL para obtener los niveles

de 1,0 y 5,0% en la emulsion final y iii) con buffer conteniendo niveles equivalentes de
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sacarosa a los aportados por SSL y STST, realizando luego un mezclado suave por
inversion hasta total homogeneizacién del sistema.

Finalmente, las emulsiones resultantes, colocadas en frascos plasticos (30 x 60 mm) con
tapa se congelaron en un freezer convencional -sin conveccion forzada- a -18 + 2°C,
dispuestas sobre bandejas plasticas y en forma equidistante para una congelacion
homogénea.

El descongelamiento de las emulsiones se realizd retirando “un lote completo de
emulsiones” y permitiendo su descongelamiento en condiciones estaticas a temperatura
ambiente. En cada oportunidad se descongelaron lotes de 18 frascos, 9 correspondientes a
las emulsiones preparadas con ASN y otros 9 a las emulsiones estabilizadas con CS. Cada
lote de frascos contd con un control (sin crioprotector) y 8 frascos correspondientes a los 2
sueros deshidratados ensayados a los 2 niveles y sus correspondientes controles de

sacarosa.

2.15.1.1 Evaluacion del grado de crioproteccion en emulsiones: Sobre las emulsiones
iniciales (no congeladas) y las mismas emulsiones descongeladas luego de diferentes
tiempos de almacenamiento a -18°C, se realizaron las siguientes determinaciones:

Altura relativa de la fase crema: Se realizd la medida sobre un fondo blanco con una regla
milimetrada y se tomo nota de la altura en mm de la fase crema en relacion a la altura total
de la emulsion.

Fotografias macroscopicas de las emulsiones: Se realizo un registro fotografico en alta
resolucion de la apariencia de las diferentes emulsiones. Se utilizé una camara Kodak Easy
Share, Modelo 8.7 Megapixeles, colocando los frascos sobre una plataforma especial y
delante de un telon de fondo negro, empleando el modo autorretrato y la funcion
disparador automatico para evitar movimiento durante la captura.

Distribucion de tamaiio de particula y grados de desestabilizacion: Por dispersion laser se
determiné al menos sobre dos alicuotas independientes la DTP expresada en % volumen en
presencia y ausencia de SDS como se describid en 2.14.2.2.

Los grados de floculacion y coalescencia: De las emulsiones descongeladas se estimaron
segun se describid en 2.14.2.3.

Microscopia de las emulsiones: Se analizaron las emulsiones con los mayores niveles de
crioprotector ensayado. La microestructura de estas emulsiones se estudié colocando entre
porta y cubreobjetos 1 gota de emulsiones diluidas 1/10 v/v con buffer 0.1 M sin SDS o

con buffer conteniendo 1,0% p/v de SDS. Dichas diluciones fueron realizadas dentro de
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tubos eppendorf, realizando una suave mezcla por inversion. Se utilizé un microscopio
optico con un aumento de 400X y se registraron las imagenes utilizando una camara Canon
Power Shot A570 IS de 7,1 Megapixeles.

Cuantificacion de aceite separado: Las determinaciones de AS% fueron realizadas como
en 2.14.2.5. Cuando fue posible, de cada frasco de emulsion descongelada se muestred por

duplicado 8 g de emulsion para la determinacién de AS%.
2.15.2 Estudios a tiempos largos de almacenamiento congelado

Los ensayos a largo plazo (maximo 130 dias a -18°C) se realizaron para profundizar los
estudios sobre las emulsiones que presentaron la menor estabilidad frente el congelamiento
y una alta tendencia a la floculacion en los ensayos a corto plazo. Para probar la capacidad
crioprotectora de STST y el SSL se incluyeron ensayos con menores cantidades de
crioprotector. En estos estudios se probo el poder crioprotector sobre emulsiones
preparadas con ASN 2% y se registraron las historias térmicas de las mismas durante el
proceso de congelacion y su posterior almacenamiento congelado empleando un equipo
datalogger Lufft Opus C-10 (Lufft, Mef8 und Regeltechnik, Fellbach, Germany) y
analizando los datos con el software (SmartGraph V3.7, Fellbach, Germany). Se usaron
termocuplas K (de 1 mm de didmetro) ubicadas tanto en el centro como en la periferia de
los frascos. La tasa de enfriamiento fue aproximadamente de 1,5° C/min. desde 22°C hasta

0°C.

2.15.2.1 Disefio experimental de los ensayos de crioproteccion a largo plazo: Se
prepararon 8 lotes por duplicado de 13 frascos cada uno: 1 lote como control (sin congelar)
y 7 para cada tiempo de almacenamiento. Cada lote fue integrado por: i) 3 frascos:
emulsion con STST al 5,0; 1,0 y 0,2% p/p en la emulsion final: ii) 3 frascos: controles para
i) conteniendo 1,667; 0,333 y 0,067% p/p de sacarosa en la emulsion final; iii) 3 frascos:
emulsion con STL al 5,0; 1,0 y 0,2% p/p en la emulsion final; iv) 3 frascos: controles para
iii) conteniendo 2.5; 0.5 y 0,1% p/p de sacarosa en la emulsion final: v) 1 frasco control
conteniendo 10 g de emulsion preparada con ASN con 10 g de buffer fosfato 0,1 M, sin
agregados de crioprotectores. Cada lote de emulsiones fue congelado a -18 £+ 2°C y se
analizaron los cambios durante el almacenamiento en estado congelado retirando muestras

alos 1,5 dias (40 horas) y 7, 16, 30, 42, 60 y 130 dias.
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Las emulsiones descongeladas fueron analizadas como se indicé en 2.15.1.1 para evaluar
el grado de desestabilizacion con los distintos crioprotectores en comparacién con la

emulsion control (sin crioprotector) y la emulsion inicial (no congelada).

2.16 Analisis estadistico: Los datos fueron analizados empleando analisis de
varianza (ANOVA) y las diferencias significativas entre los diferentes valores fueron
analizadas empleando el test de Fisher. Se utilizé el softaware Stargraphics Plus 4.0. Se
utilizo un nivel de significacion o = 0,05. Las determinaciones fueron expresadas con los

valores medios con las desviaciones estandar.
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Composicion de sueros y proteinas aisladas

3.1 Composicion de sueros de soja y tofu, liquidos y secados

Se analizé la composicidn del suero de soja (SS) preparado en el laboratorio (seccién 2.1)
y del suero de tofu (ST) proveniente de la preparacion industrial del tofu.

La cantidad de lipidos hallada en el ST fue de 0,0236 + 0,0003% p/v, por el contrario en el
SS no se detectaron lipidos. Estos resultados concuerdan con la materia prima de partida y
el proceso de obtencion de cada suero. La ausencia de lipidos detectables en el SS puede
atribuirse a que la harina de partida es desgrasada, aunque la harina aiin contiene un
remanente de grasa declarado por el fabricante como <1,0%. Por otra parte para el proceso
de obtencion del tofu se parte de porotos enteros con un contenido de lipidos del 20%
(Tabla 1), el bajo contenido de lipidos hallado en el ST puede atribuirse al mayor grado de
dilucion de este suero y sugiere que la mayor parte de los lipidos extraidos del poroto
quedan en el tofu.

Las determinaciones de densidad y extracto seco (ES) permiten establecer que el ST es un
suero mas diluido que el SS. La densidad y ES son 1020 £ 5 g/l y 3,21 + 0,18% p/p para el
SS, mientras que para el ST registran valores de 1012 + 3 g/l y 2,09 + 0,03% p/p
respectivamente.

Mientras que el SS es obtenido en condiciones estandarizadas, el ST proviene de las
diferentes industrias de elaboracion del tofu siendo en consecuencia un suero con una
mayor variabilidad. Por ejemplo el ST de la industria oriental utilizado por Yuwono y
Kokugan (2008) es mas diluido respecto al nuestro con un ES de 1,1% p/v, el cual se
distribuye en: 0,5% de extracto libre de nitrogeno; 0,2% de proteina; 0,2% de minerales;
0,1% de lipidos y 0,1% de fibra cruda. Por el contrario otros ST resultan mas concentrados,
por ejemplo el proveniente de la industria Espafiola presenta un ES de 2,46 + 0,01% p/v
(Tenorio y col., 2010), mientras que el ST empleado por Ben Ounis y col. (2008) presenta
un ES de 3,6% p/p el cual se distribuye en: 2,23% de extracto libre de nitrégeno; 0,5% de
proteina total; 0,43% de minerales y 0,44% de lipidos con un pH comprendido entre 5,10 y
5.20.

En la Tabla 7 se presentan los contenidos de proteina (Kjeldahl, Nx6,25) y aquella
precipitada con TCA (Proteina-tca), carbohidratos totales, cenizas y calcio hallados en los
sueros liquidos y deshidratados. La mayor densidad y ES del SS puede atribuirse a
contenidos significativamente mayores de carbohidratos y proteina que resultan ser los

componentes mayoritarios en estos sueros (p<0,05; Tabla 7).
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En contraste, el contenido de cenizas del ST es significativamente mayor al del SS
(p<0,05; Tabla 7). Los minerales hallados en el SS provienen principalmente de los
reactivos utilizados en su obtencién en las etapas de ajustes de pH, mientras que en el ST
ademas se utiliza calcio como agente precipitante pudiendo quedar parte de este en el
suero. Los contenidos de proteina y carbohidratos totales del suero de soja liofilizado
(SSL) son significativamente mayores que los del suero de tofu liofilizado (STL), en tanto
que la cantidad de ceniza del STL resulta significativamente mayor que la del SSL
(p<0,05; Tabla 7). El contenido de calcio hallado en el STL es =18 veces mayor que el
hallado en el SSL, confirmando que parte del calcio agregado durante la elaboracion del

tofu pasa al ST.

Tabla 7: Composicién de sueros utilizados en este trabajo. Proteina: Proteina (Kjeldahl, Nx6,25). Proteina-
tca: Proteina precipitada con TCA. SS: Suero de soja. ST: Suero de tofu. SSL: Suero de soja liofilizado.
SSST: Suero de soja secado térmicamente. STL: Suero de tofu liofilizado. STST: Suero de tofu secado
térmicamente. n.d.: No determinado.

Sueros Proteina Proteina-ycs | Carbohidratos Ceniza Ca
Liquidos C4)] (€4)) (g (C4)] (% p/p)

SS 5,34+0,08° 2,93+0,35° 17,27+043° 439+0,03° n. d.

ST 4,62+0,14° 2,23+0,36" 8.77 038" 514+0,01° n. d.
Sueros Proteina Proteina-tc, | Carbohidratos Ceniza Ca
secados (% p/p) (% p/p) (% p/p) (% p/p) (% p/p)

SSL 16.29+0,01° | 10,15+0,53° | 68.04+2.76° | 13,80£0,30° | 0,19+0,06°

SSST 16,35+ 0,08° n. d. 69,17+0,33° | 14,074+0,25° | 0,31+0,07°
STL 1531+0,18° | 1027+0,75° | 3722+1,16° | 16,67+0,03° | 339+0,01°
STST 15,55 +0,08¢ n. d. 38,57+3,11¢ [ 1645+025°% | 325+0,16°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

Espinosa-Martos y col. (2006) analizaron la composiciéon de un suero de tofu derivado de
una industria local. Los valores hallados para HC totales fueron 8,21 + 0,05 g/l siendo el
40% oligosacaridos (97% estaquiosa y 3% inulina) compuestos prebioticos saludables y el
60% restante azlicares solubles. Los contenidos de proteina (NX6,25), fibra soluble y
ceniza fueron de 5,30 + 0,05; 0.58 £ 0.05 y 0,14 + 0,01 g/l respectivamente. Las

diferencias halladas con nuestros resultados pueden atribuirse a diferencias en las materias

primas asi como en su obtencion. La cuantificaciéon por HPLC de los azicares solubles
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mostro que la sacarosa es el azlicar mas abundante, dato que nosotros habiamos hallado
para SSL por TLC (datos no mostrados). Estos autores hallaron que sacarosa y estaquiosa
representan el 53 y 39% de los azucares solubles respectivamente, con cantidades
apreciables de glucosa (4%), xilosa (2%), inulina (1%) y fructosa (1%).

Para el caso de los sueros liofilizados la cantidad de proteina-tca es aproximadamente 2/3
del contenido de proteina determinado por Kjeldahl (Tabla 7). Por diferencia entre los
contenidos de proteina y proteina-ycs puede obtenerse el contenido de nitrégeno no
proteico que da cuenta del material nitrogenado cuantificado por Kjeldahl y la proteina
precipitada con TCA la que fue sometida a un proceso de lavado (seccion 2.7.3).

Como es esperable, la comparacién entre los niveles de proteina, carbohidratos, cenizas y
calcio entre SSL y el suero de soja secado térmicamente (SSST) y entre STL y el suero de
tofu secado térmicamente (STST) indican que la liofilizacion o la deshidratacion térmica
de los sueros no afectan las relaciones entre estos componentes. Cabe destacar que, estas
dos tultimas muestras tienen niveles comparables y significativamente menores de proteinas
y carbohidratos respecto a SSL y SSST (p<0,05; Tabla 7). Por el contrario, los niveles de
ceniza y calcio de STL y STST son significativamente mayores que los hallados en SSL y
SSST tal y como sucede en los sueros de partida.

El secado es una estrategia que puede ayudar a reducir el impacto ambiental de estos
sueros que, de no ser adecuadamente ftratados, se transformarian en efluentes muy
contaminantes debido a su alta demanda de oxigeno. Liu y col. (2013) hallaron que durante
la produccién de ASN se generan grandes cantidades de SS (pH: 4.3) el cual contiene de
4,0 g/l de proteina y 0,4 g/l de isoflavonas. Estos ultimos autores ftrabajaron en la
recuperacion de las isoflavonas reduciendo el impacto ambiental del SS cuya demanda de
oxigeno es de 10000 mg/l. El secado a la vez que simplifica la manipulacién, permite
explorar el posible aprovechamiento de subproductos que atin contienen componentes
valiosos.

Espinosa-Martos y col. (2006) liofilizaron ST y hallaron por HPLC que el contenido de
isoflavonas es = 0,8% p/p en el STL.

Mas recientemente Matemu y col. (2012) seflalaron que actualmente el ST representa un
problema grave en cuanto al manejo debido a las grandes cantidades generadas cada dia y
a su poder contaminante. Estos autores sefialaron que el ST pese a tener componentes
benéficos (proteinas, oligosacaridos e isoflavonas) también tienen otros componentes con

actividad biologica indeseable como las saponinas y el acido fitico que deben ser
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removidos o modificados para posibilitar la utilizacion del ST como un ingrediente

funcional para la industria alimentaria.
3.1.1 Carbohidratos coprecipitados en proteina de sueros deshidratados

El alto grado de dilucion de los liquidos de partida (ES<3,5%) determina que la
precipitacion de proteina con TCA sea realizada a partir de los sueros deshidratados. Para
ello se procedié como en 2.7.5 preparando dispersiones acuosas a partir de las cuales en
forma directa o luego de separar las proteinas insolubles se precipita la proteina con TCA,
la cual es lavada y resuspendida determinandose la cantidad carbohidratos y proteina-tca.
Los resultados de estas determinaciones se hallan en la Tabla 8.

Tabla 8: Contenidos de proteinas y carbohidratos en muestras de sueros antes y después de la eliminaciéon de

proteinas insolubles por centrifugacion. HC-Pyca: mg carbohidratos coprecipitados /100 mg proteina-rca.
Los contenidos de proteina y carbohidratos fueron expresados en porcentaje de los sueros de partida.

Soluble
Total
HC-Prca (9300 x g, 20 min., 20°C) HC-Prca
Muestra
Carbohidratos| Proteina-tca Total Carbohidratos| Proteina-tcs Soluble
(% p/p) (% p/p) (% p/p) (% p/p)

SSL 0.292+0,015| 9.43+047 3,10+£0,317 0,315+ 0,015 | 7.97+0,39 | 3,95+1,05°

SSST 1,007 £0,049 [ 9.02+036 [ 11.16+0,84°[0,811£0,040| 6.65+0.32 [12,19+0.27"

STL 0,907 +0,042 | 10,07+0,58 | 9,01 +£0,59°(0,811+0,040| 7,07+0,35 |11,47+037°¢

STST 0.862+0,042 | 9.40+0,33 9,17+0,76°| 0,662+ 0,033 | 6,63+0,32 | 9,98+1,16°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

La glicosilacion de una proteina implica la formacion de una union covalente entre un
azucar y una proteina, dicha reaccion se ve favorecida en condiciones de baja humedad y
altas temperaturas como las encontradas cuando el suero deshidratado es calentado en
ausencia de agua (Morgan y col.,, 1997; Chevalier y col., 2001; Oliver y col., 2006 y
Oliver, 2011).

Usualmente la glicosilacion se determina cuantificando algin compuesto estable de la
reaccion de Maillard, como la furosina que se genera tras una hidroélisis acida del producto
de Amadori lactulosil-lisina o fructosil-lisina Guerra-Hernandez y col. (1999).

En este trabajo utilizaremos el parametro HC-Prca para cuantificar los carbohidratos que

precipitan con TCA junto a las proteinas y no son removidos tras un exhaustivo proceso
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que consta de 5 resuspensiones-lavados con TCA al 12% con sus respectivas
centrifugaciones, pudiendo estar o no formando proteinas glicosiladas.

Como los contenidos de carbohidratos y proteinas-tcs en la Tabla 8 estan expresados de
manera porcentual respecto de las muestras de partida (sueros deshidratados) podemos
realizar una comparacioén con los datos de la Tabla 7. Las cantidades de proteina-tca
determinada en estos ensayos son el 93 y 98% de la hallada en forma directa en el SSL y
STL respectivamente. Estos resultados confirman los contenidos de proteina-tca en los
sueros deshidratados pudiendo atribuirse las diferencias a pérdidas de proteina durante las
sucesivas etapas de precipitacion, resuspension y centrifugacion asi también como a
errores experimentales.

A diferencia de las determinaciones de proteina en donde se cuantifica practicamente la
totalidad de la proteina originalmente hallada en los sueros de partida, se encuentran
notables diferencias en la determinacién de carbohidratos. Por ejemplo el contenido de
carbohidratos en SSL y SSST se encuentra entre el 68-69% p/p (Tabla 7), mientras que los
porcentajes de carbohidratos que quedan unidos a la proteina-tcas son 3,1 y 11,2 para SSL
y SSST respectivamente. Estos resultados indican que la mayor parte de los azlicares que
forman parte de los sueros pueden ser eliminados mediante lavados.

La estimacion de HC-Ppca sera de utilidad posteriormente para determinar si estos
carbohidratos no eliminables mediante lavados tienen algtin efecto sobre las propiedades

fisico-quimicas o funcionales de las proteinas.

Sin centrifugacion: El parametro HC-Prcs de las proteinas precipitadas con TCA desde
SSL es significativamente menor respecto al valor hallado para STL (p<0,05; Tabla 8).
Dado que los contenidos de proteina-tca entre SSL y STL son comparables, mientras que
la cantidad de carbohidratos hallada en el SSL es 1.8 veces mayor respecto a STL (Tabla
7), resulta evidente que los tratamientos térmicos aplicados al ST antes de la liofilizacion
es el factor que mas influye en el parametro HC-Prca. La mayor intensidad de los
tratamientos térmicos aplicados para obtener el ST del que se aisla PST,. 55 determina que
una mayor cantidad de carbohidratos co-precipiten con las proteinas siendo este factor mas
importante incluso que el contenido de azuicares en el suero de partida.

Si bien es cierto que el proceso de liofilizacion es un secado no térmico, a lo largo del
trabajo se hallé que las proteinas aisladas a partir de los sueros liofilizados tienen mayores
valores para el parametro HC-Pca que cuando las proteinas son aisladas en forma directa

desde los sueros liquidos. Cabe mencionar que la liofilizacion incluye una etapa previa de
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congelacion en donde los componentes mayoritarios (proteinas y carbohidratos) se
concentran debido a la congelacién (crio-concentracion). Durante esta etapa hay una mayor
interaccion entre estos componentes y por lo tanto una mayor posibilidad que el parametro
HC-Ptca aumente.

La importancia del tratamiento térmico en el parametro HC-Pyca se evidencia al comparar
las proteinas aisladas desde SSL respecto de SSST, ambos sueros obtenidos desde SS
mediante liofilizacién y secado térmico en el laboratorio respectivamente. E1 HC-Prca de
las proteinas aisladas desde SSST es 3.6 veces mayor respecto a SSL (p<0,05; Tabla 8),
resultado que se atribuye al secado térmico del SS realizado en el laboratorio. Si bien este
secado fue realizado a baja temperatura (< 50°C) el mismo comenzd con una etapa de
concentracion-secado de 5 h y tuvo una duracién superior a las 2 semanas incluyendo los
procesos de secado secundario (seccion 2.2), tiempo durante el cual se propicid la

interaccion entre las proteinas y los HC.

Con centrifugacion: El proceso de centrifugacion (eliminacion de proteinas insolubles)
previo a la precipitacion con TCA del sobrenadante, aumenté el parametro HC-Prca en
18.2% en promedio para las proteinas aisladas de todos los sueros (Tabla 8). El aumento en
HC-Prca sugiere que la centrifugacion separa a las proteinas con menor interaccion con
HC, quedando en el sobrenadante las proteinas mas solubles debido a su mayor contenido
de carbohidratos. El orden con que aumentdo HC-Ppc4 continué siendo SSL < STL = STST
< SSST, manteniéndose las relaciones relativas halladas antes del proceso de

centrifugacién para el parametro HC-Prca entre SSL, STL, STST y SSST.

3.2 Composicion de proteinas aisladas de sueros liquidos y deshidratados

de soja y tofu

A partir de la harina fresca que se utiliza como control se obtuvo el aislado de soja nativo
(ASN) y el SS a pH 4,5 a partir del cual se obtuvieron PSS, 45 ¥ PSS,c45 realizando el
aislamiento con (NH4)»,SO4 y acetona respectivamente. A partir del SS ajustado a pH 8.0 se
aislaron PSS, g ¥y PSS,cs. Las PST,. 55 fueron obtenidas desde el ST a su pH original de
5.5.

La Tabla 9 muestra los contenidos de proteina y carbohidratos totales, asi como las

cantidades de cenizas, calcio y magnesio halladas en estas proteinas aisladas. Los
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contenidos mas altos de proteina fueron hallados en ASN y PSS, s. Para estas proteinas se
han informado valores similares. Mitidieri y Wagner (2002) y Palazolo y col. (2004, 2005)
hallaron valores Kjeldahl (Nx6,25) de 90 + 0,1% para ASN y 99 + 0.5% para PSS, La
acidificaciéon del SS previo al aislamiento por salting out produce una reduccion
significativa en el contenido de proteina. La PSS, 45 dio un valor significativamente
menor que el hallado en PSS,,s resultado que va de la mano con un contenido
significativamente mayor de carbohidratos en PSS, 45 (p<0,05: Tabla 9). Estos resultados
en conjunto estarian indicando que a pH 4cido se favoreceria la precipitacion conjunta de

proteinas y carbohidratos.

Tabla 9: Composicién de proteinas aisladas. ASN: Aislado de soja nativo. PST y PSS: Proteinas aisladas de
sueros de tofu y soja liquidos respectivamente. Los subindices indican la metodologia de aislamiento y el pH
del suero de partida. ac: Precipitacion con acetona a 0°C. am: Precipitacién con sulfato de amonio al 90%.

Muestra Proteina  |[Carbohidratos Conductividad Ceniza Ca Mg
(% p/p) (% p/p) (nS) (% p/p) (mg/g) (mg/g)

ASN  [90.53+0.28%| 2.85+0,11% | 402+12" [ 3.75+£0.10" [ 1,90+0.06"[0,90+0,03°
PSS,ns |98.25+034°| 0,68+0,14° | 81+0,5° [ 0.40+0,05" | 0.64+0,03" [0.20+0,01°
PSSumss |89.40+1.16%[ 2,02+0,18° | 184+13° [ 091+0,05° | 1.09+0,02° [0.73+0.03¢
PSS,.s |56.72+173°(2564+083° 423+19° | 492+027°|6.3820,09° [2,04+0,02°
PSSacus |54.25+2.11°(27.2340,72°| 96.2+3.5¢ [11,20+0.79°[10,90+0.11°(7.30 £ 0,03 ¢
PST,.ss |40.54+1.12%(29.73+1.84° 956+3.7% |16.30+1,007|69.60%0,147(3,60+0,02°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

Las proteinas aisladas con solvente (de SS o ST) tienen contenidos de proteina
significativamente menores que cuando se aislan por salting out, mientras que los
contenidos de carbohidratos resultan significativamente mayores (p<0,05; Tabla 9). Estos
resultados se atribuyen tanto a la metodologia de aislamiento usada como a la falta de una
etapa de diélisis que elimine los carbohidratos.

A partir de estos datos es posible calcular como se detallo en 2.7.4, la relacion hidratos de
carbono totales a proteina (HC: P) expresados como mg carbohidratos/100 mg proteina. A
diferencia de HC-Prca que considera la proteina precipitada con TCA y los glicidos que
permanecen unidos luego de 5 lavados, HC: P da cuenta de la relacion entre la proteina y
los glucidos presentes en la precipitacion original (con acetona o sulfato de amonio) sin la

realizacion de lavados. Cabe mencionar que HC: P serd de utilidad ya que las proteinas
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seran empleadas en forma directa sin eliminar aziicares mediante lavados exhaustivos
siendo las diferencias entre estas relaciones apreciables.

Mientras que la relacion HC: P hallada para PST,. s 5 es de 73.33 mg carbohidratos/100 mg
proteina, el pardmetro HC-Pyca para STL o STST se ubica en el rango 9,0-9.2 mg
carbohidratos/100 mg proteina (Tabla 8).

Las relaciones HC: P son: 3,15 para ASN; 0,69 para PSS, g: 2,26 para PSS, 45; 45,20
para PSS,.g; 50,19 para PSS,.45 ¥ 73,33 mg carbohidratos/100 mg proteina para PST,. s s.

Entre las proteinas de suero, la menor relacion HC: P fue hallada para PSS,;; dicha
proteina es la de mayor pureza y serd usada como referencia al comparar entre proteinas de
suero. Le siguen en orden creciente PSS, 45 proteina que también fue dializada como la
anterior pero aislada desde un SS acido, en tanto que el ASN que no fue dializado sera
usado como control por ser una globulina muy estudiada de la que pueden hallarse valores
publicados de muchos de los parametros analizados. Finalmente las proteinas con las
mayores relaciones HC: P son las aisladas con acetona en la que los carbohidratos
precipitan junto con las proteinas y no se utiliza dialisis que los elimine.

Los valores de cenizas y calcio de PSS, g ¥ PSS.m45 fueron significativamente menores
que los de ASN control (p<0.05; Tabla 9). Estas diferencias pueden atribuirse a que la
ultima no fue dializada.

Es interesante mencionar que, pese a que el SS de pH 8.0 tiene un contenido mayor de
minerales debido al ajuste adicional de pH, al aislar las proteinas por ambas metodologias
a partir del SS 4cido se obtienen proteinas con una cantidad de minerales
significativamente mayor que las aisladas con la misma metodologia a partir del suero
alcalino (p<0.05; Tabla 9). Notese que esto también sucede en las proteinas aisladas por
salting out ain cuando en ambas hubo dialisis (p<0.05; Tabla 9). Como se recordara
(seccion 2.5.1) la dialisis realizada fue extensa realizando al menos 6 cambios de agua
durante 2 dias, por lo que puede postularse que los minerales cargados se unen a las
proteinas y pueden precipitar junto a los carbohidratos (presumiblemente polisacaridos
solubles) ya que siguen el mismo comportamiento frente al pH.

La cantidad de minerales obtenidos de las proteinas aisladas con acetona a sus respectivos
PH es = 12 veces mayor que la hallada con sulfato de amonio (p<0,05; Tabla 9). Estas
diferencias pueden atribuirse a que los agregados formados retienen mayor cantidad de
minerales que no son eliminados por dialisis.

Adicionalmente se incluyo la conductividad como una estimacion de los minerales libres.

Esta ultima determinacion fue realizada disolviendo las proteinas en agua bidestilada (de
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muy baja conductividad) y midiendo la capacidad de dicha soluciéon para conducir la
corriente. Una mayor conductividad es directamente proporcional a la cantidad de
minerales libres. Se observa un comportamiento lineal (1>0,99) al correlacionar la
conductividad con el contenido de cenizas en todas las muestras excepto PST,.ss. Este
aumento en la conductividad muestra que los minerales, inclusive los cationes divalentes
en estas muestras se enconfrarian mayoritariamente en estado libre, indicando que el
proceso de didlisis no fue suficiente como para eliminar la totalidad de los minerales libres.
No ocurriria lo mismo con PST,. 55, que teniendo contenidos de cenizas y calcio mayores
en = 50% y 500% que la muestra PSS, 45, tiene una conductividad comparable (Tabla 9).
Esto permite suponer que PST,. ss contiene una mayor proporcion de sus minerales

principalmente el calcio ligado a proteinas.
3.2.1 Carbohidratos coprecipitados en proteina de sueros liquidos

El parametro HC-Ppca se determind sobre dispersiones proteicas conteniendo 10 mg

proteina/ml, preparadas considerando los contenidos de proteina en las proteinas liofilizadas

(Tabla 9). A partir de estas dispersiones proteicas antes y después de centrifugar se precipitd

la proteina con TCA eliminado el nitrogeno no proteico y los carbohidratos y resuspendiendo

en el volumen inicial. En la Tabla 10 se muestran los resultados de estas determinaciones.
Tabla 10: Contenidos de proteinas y carbohidratos en muestras de sueros antes y después de la eliminacion

de proteinas insolubles por centrifugacién. HC-Prca: mg carbohidratos coprecipitados /100 mg proteina-rca.

Las concentraciones de proteina y carbohidratos son las halladas al resuspender en el volumen original la
proteina precipitada con TCA de dispersiones conteniendo 10 mg proteina/ml.

Solubles
Total
(9300 x g, 20 min., 20°C)
Mouestra HC—PTCA HC—PTCA
Carbohidratos | Proteina—y¢, Carbohidratos| Proteina—¢,
Total Soluble
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

PSS.ms | 0,090+ 0,004 9.45+026 | 0,95+0,087| 0,092+0,005 | 9,17+0,03 | 1,01+0,50°

PSS;m4s | 0.206+0,010 9.15+0.31 225+0,29°( 0,184 £0,009 | 7.78+0,05 | 2,36 +0.16°

PSS,.s | 0.282+0.,014 9.38+0.27 3,01+ 0,14 0,255+ 0,012 | 8,07+0,09 | 3,16 +0,16°

PSS,c4,5 | 028710013 9,30+ 0,62 3,09+0,45°| 0,260+ 0,013 | 7.91+£0,42 | 3,29+0,66°

PST..ss | 0,723+ 0,036 9224030 | 7.84+148°% 0.646+0,032 | 7.38+0,30 | 8,75+0,09°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).
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Sin centrifugacion: El parametro HC-Prca de las proteinas aisladas desde SS a pH 4.5 o
8.0 ya sea con acetona o con (NH4)>SO4 aumenta siguiendo el mismo orden hallado con las
relaciones HC: P en la seccién anterior. Ambos parametros indican que las proteinas
aisladas por salting out precipitan con una menor cantidad de carbohidratos que cuando
son aisladas con acetona. L.a mayor cantidad de carbohidratos que acompatfian a la proteina
aislada con solvente puede atribuirse al mecanismo de precipitacion que induce la
formacion de una mayor cantidad de agregados que pueden arrastrar una mayor cantidad
de carbohidratos.

Pese a que HC-Prcs v HC: P estan expresados en las mismas unidades hay una menor
variacion del parametro HC-P1ca respecto de las relaciones HC: P analizadas en la seccion
anterior. Mientras que HC-Prca varia entre 0,95 y 7,84 (Tabla 10), HC: P lo hace entre
0,69 y 73.33. La menor variacién del pardmetro HC-Prca se debe a que solo cuantifica los
HC remanentes tras un exhaustivo proceso de lavado mientras que la relacion HC: P tiene
en cuenta a todos los HC que acompafian a la proteina en la precipitacion original.

Notese que para las proteinas aisladas por salting out las diferencias entre el parametro
HC-Prca vy la relacién HC: P son menores respecto a las proteinas aisladas con acetona.
Para PSS,,45 la relacion HC: P hallada en la seccion anterior es de 2,26 mg
carbohidratos/100 mg proteina mientras que la cantidad de carbohidratos coprecipitados es
de 2,25 + 0,29 mg carbohidratos/100 mg proteina (Tabla 10). Por otra parte los valores de
HC: P y HC-Pyca para PSS,.45 son 50,19 mg y 3,09 mg carbohidratos/100 mg proteina
respectivamente. Los resultados muestran que, pese a que los lavados remueven la mayor
parte de los carbohidratos que acompafian a las proteinas en la precipitacién original, las
proteinas precipitadas con acetona atn contienen cantidades de carbohidratos
significativamente mayores respecto a las proteinas precipitadas por salting out (p<0,05;
Tabla 10).

Finalmente la relacion HC: P de PST,.s5 es = 1,5 veces mayor respecto de PSS,.45 con
quien comparte la metodologia de aislamiento y el pH 4cido mientras que la cantidad de
carbohidratos no eliminables mediante lavados estimando con HC-Prca para PST,. 55 es =
2,5 veces mayor respecto de PSS, 45, indicando que el tratamiento térmico es un factor

importante que aumenta la cantidad de carbohidratos unidos fuertemente a las proteinas.

Con centrifugacion: La centrifugacion aumenta el parametro HC-Ppc, en cantidades

variables (5-11%) tanto para proteinas aisladas de SS como de ST, indicando que la
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centrifugacién remueve menos a las proteinas con menor HC-Prc4 las cuales tendrian una

menor solubilidad.

3.2.1.1 Aislado nativo de soja: En la seccidon anterior hallamos que el ASN cumple con la
definicion de aislado proteico con un contenido de proteina (Nx6,25) superior al 90% y la
menor relacién HC: P entre las proteinas no dializadas. El parametro HC-Pyca del ASN en
las dispersiones antes y después de centrifugar fue de 3,14 + 0,18 y 3.33 + 0.50 mg
carbohidratos/100 mg proteina respectivamente, indicando la baja cantidad de
carbohidratos que acompafla al ASN. La cantidad de proteina medida antes y después del
proceso de centrifugacion fue: 9,37 £ 0,20 y 8,99 + 1,17 mg de proteina respectivamente

pudiéndose estimar una solubilidad proxima al 96%.

3.2.2 Carbohidratos en proteinas de sueros liofilizados. Efecto del

tratamiento térmico

En la seccion anterior se analizé el parametro HC-Ppcs para proteinas aisladas desde
sueros liquidos hallandose que, para las proteinas aisladas desde el suero industrial el
fratamiento térmico aumenta en gran medida la cantidad de azicares no removibles
mediante lavados.

A fin de determinar el efecto del tratamiento térmico sobre las proteinas presentes en un
SSL calentado (SSLC) hasta diferentes temperaturas finales, se procedié como en 2.6.2
para obtener PSSL.C (90-180°C) precipitadas con acetona y a partir de ellas se procedid
como en 2.7.5 para determinar HC-Prcya de estas proteinas aisladas. Los resultados de estas
determinaciones se hallan en la Tabla 11. Cantidades mayores de SSLC (150) fueron
obtenidas empleando la capsula reutilizable mostrada en 2.3, obteniendo varios gramos de
SSLC (150). Como es de esperarse el contenido de proteina (Nx6.25) hallado en esta
muestra resulta comparable al de PSS, 4.

El HC-P1ca para la proteina precipitada con acetona desde SSL (no calentado, Tabla 11)
fue = 2 veces mayor que el hallado en el SSL (Tabla 8), indicando que la precipitacion con
solvente aumenta la cantidad de carbohidratos no eliminables mediante lavados.
Nuevamente esta mayor cantidad de aziucares no eliminables mediante lavados puede
atribuirse a la formacion de agregados proteicos que arrastran y retienen una mayor

cantidad de carbohidratos.
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El efecto del calentamiento del suero liofilizado sobre sus proteinas sera analizado sobre
las proteinas precipitadas con acetona, tomando como referencia a las proteinas aisladas
desde el SSL (PSSL) debido a que no ha sido calentado.

Tal y como se ha venido realizando se utilizara el parametro HC-Prca para cuantificar la
cantidad de carbohidratos que acompafian a las proteinas. Sin embargo, debido a las
condiciones de baja humedad y a las altas temperaturas alcanzadas, se considera que una
parte de los carbohidratos pueden encontrarse unidos a las proteinas debido a la formacién

de glicoproteinas durante el tratamiento térmico.

Tabla 11: HC-Prca: mg carbohidratos/100 mg proteina-tca de proteinas aisladas con acetona. PSSL:
Proteina precipitada con acetona desde SSL sin calentar y calentado hasta distintas temperaturas. Se indican
las temperaturas a las que fueron calentados los SSL entre paréntesis.

HOp HC-Prca
Mouestra e Soluble
Total

(9300 x g, 20 min., 20°C)
PSSL 6,01+0,64° 7,67+027°
PSSLC (90) 12,44+ 097° 15.09 +0,48°
PSSLC (120) 13,00 +1,88° 14,25 +1,36°
PSSLC (130) 13,95+1.80° 19,19+ 193¢
PSSLC (140) 15,76 £2.86"¢ 19,54 £2,52°¢
PSSLC (150) 18,75+£3.40°¢ 34,40 +3,20°
PSSLC (180) 27,40 £0,74¢ 62.11+4.88°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

Esta afirmacion se basa en observaciones realizadas durante el trabajo de Magister (Sobral,
2007) en el cual se observo un aumento en la intensidad del color y en la aglomeracion
cuando el SSL fue calentado hasta 90-120°C, mientras que el SSLC entre 130-140°C formo
un caramelo de un color pardo-rojizo que alcanzo6 su maxima coloracién, compactaciéon y
pegajosidad entre 150-180°C. La presencia de glicoproteinas fue confirmada aislando las
proteinas con acetona a partir de SSLC y analizando las mismas por SDS-PAGE
empleando la coloracion de PAS.

Es bien sabido que la presencia de azucares puede modificar las propiedades funcionales
de una proteina sobre todo cuando los mismos estan unidos a las proteinas mediante
glicosilacion. Una alternativa preferida para glicosilar una proteina debido a que no hace

empleo de reactivos toxicos y es una metodologia natural es utilizar 1a reaccion de Maillard
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en donde, se induce la reaccion entre un residuo €-amino de la lisina de una proteina con
una grupo carbonilo de un azicar reductor (Chevalier y col., 2001).

Se espera que estas proteinas glicosiladas tales como la PSSLC (150) en donde los factores
antitripticos han sido adecuadamente inactivados (como se vera en la seccion 3.3) y con la
que se realizaran varios ensayos, tengan mejores propiedades funcionales respecto de las
no calentadas. Es bien conocido que la reaccién de Maillard realizada en ausencia de agua
en condiciones controladas (temperatura, tiempo, humedad relativa) resulta un método
adecuado que mejora las propiedades funcionales de las proteinas sin cambios estructurales

importantes (Morgan y col., 1997; Oliver y col., 2006 y Oliver, 2011).
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Figura 9: HC-Pgca: mg carbohidratos/100 mg proteina-rcs de proteinas aisladas con acetona.
Las determinaciones fueron realizadas antes y después de centrifugar (9300 x g, 20 min., 20°C).

Para una mejor interpretacion los datos de la Tabla 11 se grafican en la Figura 9. En ella se
observa que, en la medida que el tratamiento térmico se intensifica hay un aumento de la
relacion HC-P1ca que se corresponde con aumento en la proporciéon de aziicares respecto a
proteina. Notese que esta tendencia se acentiia al realizar la precipitacion a partir de
dispersiones proteicas centrifugadas debido a la eliminacion de proteinas menos

glicosiladas de menos solubilidad.
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3.3 Actividad antitriptica en sueros de soja y tofu, liquidos y

deshidratados

Se determinaron los porcentajes de actividad de la tripsina (AT%) e inhibicion de la
tripsina equivalente a la actividad antitriptica (AA%) empleando las ecuaciones 4 y 5. Para
los sueros liquidos se agregdé HCI 0,1N hasta alcanzar 1,0 mg de proteina/ml, para los
sueros deshidratados se prepararon extractos empleando una relacion suero deshidratado:
HC1 0,05N que permita alcanzar una relacién de proteina que sea equivalente a fin de
poder comparar los resultados. Los datos de dichas determinaciones se muestran en la
Tabla 12.

La AA% hallada en los sueros liquidos fue significativamente mayor respecto de los
correspondientes sueros liofilizados (p<0,05: Tablal2). De forma equivalente a lo
explicado en 3.1.1, la liofilizacion esta precedida de una etapa de crio-concentracion y hay
ademas etapas de manipulacion de los sueros que pueden explicar esta merma en la AA%
hallada. Cuando analizamos los sueros liofilizados puede verse que la AA% del STL
resulta 3,3 veces menor a la obtenida con el SSL, este valor resultd similar al hallado

previamente, que fue de 3,1 veces (Sobral y Wagner 2007b).

Tabla 12: Actividad antitriptica (AA) en sueros liquidos y deshidratados. Abreviaturas en Tabla 7.

Muestras AA (%)
SS 63.3+14%
ST 21,6+1,6°

SSL 598+1.3°¢

SSST 1,6+0,1¢
STL 18.1+1.7°
STST <0,17

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).
Como es esperable un secado térmico produce una reduccion adicional en la AA% debido
a desnaturalizacion fundamentalmente del ITK (més termolabil). Por ello la AA% del
SSST es significativamente menor respecto a la hallada en SS y SSL en tanto que la AA%
de STST es significativamente menor que la hallada en ST y STL, habiéndose realizado el

secado de ambos sueros en las mismas condiciones.
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Esta bien documentado por estudios DSC en dispersiones acuosas al 20% p/p de PSS, s
que el ITK se desnaturaliza a 74,4 + 0,5°C (Sorgentini y Wagner, 1999) mientras que en
nuestros ensayos la temperatura de secado nunca superd los 50°C. La desnaturalizacion
hallada se atribuye al proceso de secado que comienza con 5 h a 50°C (seccién 2.2) e
involucra numerosas etapas de manipulacion (congelacion, molienda secado secundario).
Sorgentini y Wagner (1999) trabajando en forma comparativa con PSS, ¢ y ASN hallaron
niveles de desnaturalizacién superiores al 40% para las PSS, g (referencia ASN). Este
comportamiento fue atribuido a una mayor tendencia a la desnaturalizacion de PSS,
durante las manipulaciones practicadas durante el proceso preparativo.

Ya se ha visto en la Tabla 8 que el parametro HC-Ptca de las proteinas en el SSST es = 3
veces mayor al hallado en el SSL. Se postula que la glicosilacién podria reducir la
actividad antitriptica ya sea por la unién de azicares directamente en el sitio activo donde
el ITK se une a la tripsina, cambiando el entorno quimico del mismo o por impedimentos

estéricos que dificulten la union del factor inhibidor con su substrato.
3.3.1 En suero de soja liofilizado: Efecto del tratamiento térmico

En esta seccion se analiza el efecto del tratamiento térmico hasta distintas temperaturas
finales sobre la actividad antitriptica en SSL y SSLC. Dado que se trata de la misma
muestra con diferentes tratamientos térmicos los extractos fueron preparados empleando la
misma relacion SSL o SSLC: HCI 0,05N. Los resultados de estas determinaciones se

muestran en la Tabla 13.

Tabla 13: Actividad antitriptica (AA) en suero de soja liofilizado (SSL), sin y con calentamiento. Se indican
las temperaturas a las que fueron calentados los SSL entre paréntesis.

T(°C) AA (%)

SSL 59.8+4,0°
SSLC (90) 58.1+3.,6°
SSLC (120) 56.6+2.5°
SSLC (130) 55.5+4,7°
SSLC (140) 353+25°
SSLC (150) 29+40,1°
SSLC (180) 2,140,1°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

91



Composicion de sueros y proteinas aisladas

La AA% hallada para el actual SSL con la determinada en el SSL obtenido durante mi
trabajo de Magister no fueron equivalentes. L.a AA% hallada para dicho SSL fue 51.6 +
3,1% la cual es significativamente menor respecto al valor mostrado en la Tabla 13 lo
cual indica una mayor actividad antitriptica para el SSL analizado en este trabajo. La
mayor actividad hallada para el nuevo SSL puede atribuirse tanto a cambios en la materia
prima como al hecho que la harina utilizada en el presente trabajo no fue almacenada. Por
el contrario el SS preparado con anterioridad fue obtenido a partir de una harina con un
tiempo de almacenamiento a 4°C superior a 1 afio. Durante el almacenamiento de la
harina hay interaccion entre los componentes y es probable que se produzca la
desnaturalizacion del ITK con pérdida en la actividad antitriptica dando las diferencias
observadas. Estudios de almacenamiento del SSL durante el Magister mostraron que ITK
se desnaturaliza a mayor velocidad que el otro componente proteico mayoritario del
suero, la lectina.

En la Tabla 13 se puede observar que la AA% del SSL no presenta diferencias
significativas con la del SSLC tratado entre 90 y 130°C. Las diferencias se vuelven
significativas a partir de 140°C temperatura a partir de la cual se observa una marcada
reduccion en la actividad bioldgica.

La AA% hallada en el SSL.C (150) es menor al 5% de la AA% que presenta el SSL,
indicando una inactivacion de los factores antitripticos superior al 95% en el SSLC (150).
Este grado de inactivacion alcanzado justifica la obtencion de cantidades mayores de SSL.C
(150) para aislar PSSLC (150) con un nivel aceptablemente bajo de los factores
antitripticos. Tomando como referencia al SSL se calculd la actividad antitriptica relativa
(AAR%) empleando la ecuacion 6, las cuales se grafican en la Figura 10.

En la Figura 10 se aprecia que la AAR% se ajusta a un modelo sigmoideo descendente en
donde la mayor reduccion en la actividad antitriptica se produce entre 130 y 150°C.
Adicionalmente atin después del tratamiento térmico mas enérgico realizado (180°C) la
AAR alcanza un valor de 3,5+ 0,1%.

Como se detallo 1.3.2 la actividad antitriptica se debe a la accion de dos factores
antitripticos presentes el ITK de 20,1 kDa responsable del 95% de la actividad antitriptica
mas sensible al tratamiento térmico y el ITBB de menor tamafio (8 kDa) y mayor
resistencia térmica capaz incluso de resistir procesos de coccion y el pH estomacal debido

a la elevada cantidad de puentes disulfuro.
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Figura 10: Reduccioén de la actividad antitriptica relativa (AAR) del SSL con la temperatura de tratamiento.

3.3.2 En proteinas aisladas

La AAR% fue analizada como en 3.3, empleando los datos de la Tabla 9 a fin de equiparar
las relaciones proteina: HC1 0,05 N, tomando como referencia a PSS, g a fin de calcular

las AAR% para las proteinas las cuales se muestran en la Figura 11.

a a

100

20

b
N

PSS PSS PSS PSS PST

am-8 am-4,5 ac-8 ac-4,5 ach,5

Figura 11: Actividad antitriptica relativa (AAR) en proteinas aisladas. Las abreviaturas de las muestras
fueron dadas en la Tabla 9. Letras diferentes sobre las barras indican valores significativamente diferentes
entre muestras (p<0,05).
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Las AAR% mostradas en la Figura 11 indican que no hay diferencias significativas entre
las proteinas aisladas con acetona o con (NH4)»,SO4 (p<0,05; Figura 11). Pese a ello se
advierte que las proteinas aisladas mediante salting out tienen una actividad antitriptica
ligeramente mayor que cuando son aisladas con solvente y que empleando una misma
metodologia de aislamiento a partir de SS (pH 8.0) se conserva una mayor actividad
antitriptica.

Como es de esperar y debido a los tratamientos térmicos aplicados durante la obtencion del
ST, la actividad antitriptica de las proteinas aisladas a partir de este suero (PST,.55) es
significativamente menor respecto de las demas proteinas (p<0,05; Figura 11).

Estos resultados indican que, la tanto la precipitacién con acetona como el pH acido de
suero disminuyen la actividad antitriptica en las proteinas aisladas y que la combinacién de
ambos conduce a la obtencion de PSS, .45 las cuales tienen el menor nivel de actividad

antitriptica entre las proteinas aisladas desde un SS.

3.4 Electroforesis de proteinas aisladas no tratadas

térmicamente

En esta seccion se analizaran los perfiles electroforéticos de las proteinas utilizadas en este
trabajo, primero en condiciones desnaturalizantes por SDS-PAGE con y sin el agregado de
un agente reductor para: i) estimar el PM de las principales fracciones halladas; ii)
identificar, de acuerdo a su PM, la posible identidad de las fracciones presentes en cada
proteina aislada asi como la presencia de agregados: iii) estudiar cambios en los perfiles
electroforéticos debidos a diferencias en las materias primas, variantes preparativas y
metodologias de aislamiento ensayadas. En una etapa posterior se analizara el efecto del

tratamiento térmico.

De aislados de soja: Segin datos bibliograficos los aislados de soja estdn constituidos por
dos tipos de globulinas de almacenamiento: la 7S o B-conglicinina y la 11S o glicinina, que
representan el 30 y 40% respectivamente de la proteina total en la semilla (Utsumi, 1992;
Utsumi y col., 1997). La 7S es un trimero formado por las subunidades o (PM = 72 kDa),
o (PM = 68 kDa) y B (PM = 52 kDa): mientras que la 11S consiste de 6 subunidades cada

una de las cuales esta formada por una cadena polipeptidica A (acida, PM = 35 kDa) unida
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por puentes disulfuro a las subunidades B (basicas y PM = 20 kDa), (Mori y col., 1981;
Nielson 1985a, 1985b, Staswick y col., 1984).

Mujoo y col. (2003) realizaron SDS-PAGE de aislados de soja obtenidos a partir de 7
variedades de porotos hallando un patrén electroforético cuyas bandas principales son: o
(80 kDa), o (75 kDa). B (50 kDa). polipéptido A (34 kDa) y polipéptido B (15 kDa).

En la Figura 12a, en el gel en condiciones no reductoras, la muestra ASN se resuelve en las
subunidades o" y o (PM: 78,9 + 1,3 y 72,3 £+ 1,5 kDa), la banda correspondiente al dimero
AB (PM: 61,3 £ 0.6), la subunidad B (PM: 57.4 £ 0.7 kDa), y dos bandas con PM de 36,2 +
0,3 kDa y 19,2 £ 0,3 kDa que, como se verd seguidamente, pueden atribuirse a la
contaminacion del aislado con dos proteinas caracteristicas del suero de soja, la lectina y el
factor antitriptico de Kunitz. Este resultado coincide con lo informado por Sathe y col.

(1989) que detectaron en aislados de soja una banda a 20 kDa que atribuyeron al ITK.
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Figura 12: a) SDS-PAGE. b) ME-SDS-PAGE, sembrando 15 pg proteina/calle. A la izquierda de cada gel se
encuentran las bandas correspondientes a los patrones de PM junto a sus respectivos PM. Subunidades de la
B-conglicinina: o, o’ y . Polipéptidos de la glicinina: A v B. AB: A-s-s-B. Proteinas de suero: B-amilasa, L,
ITK e ITBB. L: Subunidades de lectina. ITK e ITBB Inhibidores de la tripsina de Kunitz y de Bowman-Birk

respectivamente. Pep: Péptidos de PM < 14.4 kDa.

En la misma Figura 12a, se observa que ASN tiene agregados de PM tan elevado que

permanecen en el punto de siembra (PM>120 kDa) y otros agregados mas livianos con PM
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comprendidos entre 97 y 115 kDa que lograron atravesar el gel apilador pero no se
desplazaron por el gel separador.

Petruccelli y Afion (1995a) analizaron aislados por SDS-PAGE en condiciones no
reductoras hallando agregados de alto PM (180-190 kDa) que los atribuyeron a dimetros o
trimeros de subunidades o" y o.. También detectaron agregados de PM intermedio (115-
120 kDa) que informaron estar formados por subunidades 0" y o y polipéptidos B.

En presencia del agente reductor (Figura 12b) se observa la desaparicion de las bandas
correspondientes a los agregados que permanecian en el punto de siembra y aquellos que
atraviesan el gel apilador, demostrando que los agregados estan estabilizados por puentes
disulfuro disociables en condiciones reductoras. En dichas condiciones se disocia el
polipéptido AB y se liberan de los agregados las subunidades " y o que ingresan al gel
separador, dando un aumento en la intensidad de dichas bandas y la aparicion de bandas a
38 y 19 kDa respectivamente correspondientes a los polipéptidos A y B liberados por la

disociacién del dimero AB (estabilizado por puentes disulfuro).

De proteinas de suero de soja y tofu: PST,.s5 presenta un perfil electroforético
caracterizado por una zona superior del gel (con PM > 67 kDa) libre de bandas, indicando
la ausencia de agregados proteico o de las fracciones o” y o halladas en el ASN (Figura
12a). PST,.55 se resuelve en: i) zona 55-65 kDa, con una banda principal de 60.9 £+ 1,3
kDa atribuible a la B-amilasa y posibles trazas del dimero AB; ii) banda a 35,7 + 1,3 kDa
correspondiente a la subunidad de L.

El ST de una industria local espafiola analizado por SDS-PAGE por Espinosa-Martos y
col. (2006) mostré bandas a 55, 35 y 10 kDa, resultados coincidentes con los nuestros. En
condiciones reductoras (Figura 12b), PST,.ss presenta ademas una banda a 45 kDa
correspondiente al polipéptido A liberado y un grupo de bandas cuyo PM es menor a 20
kDa, en donde se destaca una banda de mayor intensidad de PM 18 kDa. Estas bandas
podrian ser atribuidas a subunidades liberadas en condiciones reductoras. La banda cuyo
PM <14.,4 kDa estaria formadas por péptidos y especies de menor tamafio tales como el
ITBB de 8 kDa que estarian formando agregados. Se postula que las especies de bajo peso
molecular podrian ser productos de la hidrolisis térmica de fracciones de mayor PM o a la
interaccion entre proteinas de suero y polipéptidos con el calcio.

Las proteinas aisladas con acetona o con (NH4)>SO4 a partir de SS a pH 4.5 o 8,0 producen

patrones electroforéticos idénticos con tres fracciones principales atribuibles a la presencia
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de las subunidades de L. (PM: 35,8 + 0,4 kDa) e ITK (PM: 18.3 £+ 0,2 kDa) y bandas en el
fondo del gel con PM< 13,6 kDa en (Figura 12a).
En condiciones reductoras (Figura 12b) las PSS mantienen su perfil electroforético con un

aumento de la intensidad de las bandas con PM <20,1 kDa.
3.4.1 Electroforesis de proteinas aisladas y tratadas térmicamente

De aislados de soja tratados térmicamente: En esta seccion se analizaran los cambios en
los perfiles electroforéticos de proteinas al ser térmicamente desnaturalizadas. Las
proteinas fueron seleccionadas por ser representativas del comportamiento hallado en el
resto de las proteinas utilizadas. A partir de las proteinas liofilizadas se prepararon
dispersiones acuosas (seccidén 2.11.2) las cuales fueron tratadas térmicamente de forma de
producir la desnaturalizacion total de las proteinas.

En la Figura 13a se analizan los patrones electroforéticos de ASN, PST,.55, PSSums ¥
PSS,.g en forma nativa y tras su desnaturalizacion térmica. En el ASN la desnaturalizacion

reduce notablemente la intensidad del dimero AB.
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Figura 13: a) SDS-PAGE. b) ME-SDS-PAGE, sembrando 30 pg proteina/calle. La nomenclatura es la usada
en las Figura 12. Las 4 calles ubicadas a la derecha del gel denominadas “Calentado” contienen proteinas
totalmente desnaturalizadas. Se muestra para comparar los resultados de las mismas muestras sin el
tratamiento térmico “Sin calentar”.

Petruccelli y Afién (1995b) trataron térmicamente dispersiones acuosas de ASN durante 30

minutos hasta diferentes temperaturas finales (entre 60 y 100°C) demostrando por DSC que
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por debajo de 80°C hay una desnaturalizacion total de la B-conglicinina y parcial de la
glicinina sin cambios en los patrones electroforéticos ni formacioén de agregados. Por el
conftrario a temperaturas mayores hallaron diferencias centradas en la cantidad del dimero
AB detectada: a 100°C (como en nuestros ensayos) las diferencias se hacen evidentes entre
los 3 y 6 minutos de tratamiento. Estos autores, tomando como referencia a la subunidad B
de la 7S por ser la menos afectada durante el tratamiento térmico, hallaron una notable
reduccion en la intensidad del dimero AB, sin cambios apreciables en la cantidad de
agregados (100-200 kDa) en tratamientos térmicos que abarcaron hasta 15 minutos.

En nuestros ensayos se encuentra un incremento en la intensidad correspondientes a las
bandas o" y B de la 7S que se observan maés definidas tras el tratamiento térmico y una
reduccion en la intensidad de la banda correspondiente al polipéptido A.

A partir de los densitogramas se determind la intensidad de los picos y se calculo la
relacién Ac/A. Donde Ac: Area de una banda dada luego del tratamiento térmico y A: Area
de la correspondiente a dicha banda antes del tratamiento térmico. Dichas relaciones para
las bandas o’ y B son 1,7 y 2.6 respectivamente, confirmando el incremento observado en
la intensidad. Mientras que para el dimero AB y el polipéptido A dichas relaciones son 0,6
y 0.3 respectivamente, cuantificando la reduccién en la intensidad.

Cabe mencionar que la intensidad de los agregados no cambia debido al tratamiento
térmico, la presencia de agregados luego del tratamiento térmico a temperatura superior a
la de desnaturalizacién sugiere que los mismos son estables al tratamiento aplicado o que
se forman nuevamente durante el proceso de enfriamiento (Petruccelli y Aiidén, 1995b).

A diferencia de las SDS-PAGE, en las ME-SDS-PAGE no observan cambios en el perfil

electroforético para el ASN antes y después de ser tratado térmicamente.

De proteinas de suero de soja y tofu tratados térmicamente: El tratamiento térmico
produce un corrimiento de las bandas hacia PM ligeramente mayores y un incremento en la
intensidad relativa de las bandas (Figura 13a). Los corrimientos en las bandas asi como los
cambios en la intensidad de las mismas se cuantificaron a partir de los densitogramas
correspondientes. Los corrimientos en las bandas fueron expresados directamente en kDa,
mientras que las intensidades fueron cuantificadas mediante la relacion Ac/A.

La relacién Ac/A para los agregados ubicados en la parte superior del gel son 1.4 y 2,1
para las proteinas aisladas con acetona y salting out respectivamente. Dicho incremento en

la intensidad se correlaciona con un aumento en la cantidad de agregados. El menor
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incremento en la intensidad de las bandas para las proteinas aisladas con solvente se
atribuye a que la precipitacion con solvente induce la formacion de agregados, por lo que
un tratamiento térmico adicional produce un menor incremento en la cantidad de
agregados.

Por ambas metodologias de aislamiento se hallan las bandas atribuibles a L. e ITK ubicadas
a 35,2 +0,3 y 18,5 £ 0,3 kDa respectivamente, mientras que luego del tratamiento térmico
las bandas se ubican a 36,0 £ 0,1 y 19,1 £+ 0,2 kDa, respectivamente. El corrimiento de las
bandas hacia la zona de mayores PM luego del tratamiento térmico puede atribuirse a un
mayor grado de agregacion.

En condiciones reductoras (Figura 13b) la relacién Ac/A para la banda correspondiente a
los agregados fue = 1,0 y 1,5 para las proteinas aisladas con acetona y salting out
respectivamente. El incremento en la cantidad de agregados para las proteinas aisladas por
salting out es mayor debido al menor contenido inicial de agregados presentes en estas
proteinas. En estas condiciones y por ambas metodologias de aislamiento, las bandas de L
e ITK se ubican a 35,6 £ 0,2 y 19,8 £+ 0,3 kDa, respectivamente. El tratamiento térmico no
produce cambios en la ubicacién de las bandas.

Finalmente PST,. 55 se resuelve en 3 bandas principales ubicadas a 62,2 +1,3; 443+ 1.6y
36,0 £+ 1,4 kDa respectivamente, no observandose cambios significativos tras el tratamiento
térmico. Este resultado estd de acuerdo con que son proteinas con un alto grado de
desnaturalizacion debido a los tratamientos térmicos experimentados durante Ila

preparacion del tofu.

3.5 Conclusiones parciales

Los sueros de soja y tofu son subproductos del procesamiento de la soja caracterizados por
su alto grado de dilucién. Una vez secados los componentes mayoritarios son los
carbohidratos seguidos de las proteinas con cantidades variables de ceniza y calcio.

El suero de soja tiene una mayor concentracion de carbohidratos y proteinas respecto al
suero de tofu, por ello el extracto seco del primero es mayor presentando el segundo un
mayor contenido de minerales (cenizas) y calcio debido al agregado de Cl,Ca durante su
proceso de obtencion.

El alto grado de dilucién de los sueros determina que una estrategia de secado simplifique

las operaciones de manipulacion, utilizacién y aislamiento de proteinas. En las proteinas
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precipitadas con TCA a partir de estos sueros es posible eliminar la mayor parte de los
carbohidratos mediante lavados. La cantidad remanente de carbohidratos que quedan junto
a las proteinas depende del contenido de carbohidratos en el suero de partida y del proceso
de secado.

Las proteinas aisladas con acetona en frio a partir de estos sueros se caracterizan por un
menor contenido de proteina (Nx6,25), una mayor cantidad de carbohidratos, minerales
totales y libres. En confraste las proteinas aisladas por salting out y posterior dialisis se
caracterizaron por un alto contenido de proteina (Nx6,25 >90%) y cantidades
significativamente menores de carbohidratos y minerales eliminados durante la dialisis.

La actividad antitriptica porcentual del suero de tofu es 3 veces menor que la del suero de
soja debido a los numerosos tratamientos térmicos aplicados durante la obtencién de este
ultimo. Dado que esta actividad antitriptica depende del procesamiento y de la
manipulacién del suero, la liofilizacién (por crio concentracién) o el secado a baja
temperatura (<50°C) reducen esta actividad.

El patron electroforético de las proteinas del suero de soja constd solo de tres bandas
atribuidas a las subunidades de lectina y los factores antitripticos de Kunitz y de Bowman-
Birk. Por el contrario el patron electroforético hallado en las proteinas del suero de tofu fue
mas complejo hallandose tanto las proteinas propias del suero de soja como algunas
subunidades de proteinas de reserva de soja. La desnaturalizacion térmica de las proteinas

no produjo cambios en el patron electroforético.
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4.1 Comportamiento térmico de suero de soja liofilizado

El estudio del comportamiento térmico de SSL fue realizado previamente a este trabajo de
tesis (Sobral, 2007; Sobral y Wagner, 2007a) pero vuelto a realizar como parte del control de
las caracteristicas del suero de soja de partida. El1 SSL utilizado en los estudios volcados en
este capitulo tiene un contenido de glucidos superior al 68% (Tabla 7, seccion 3.1) lo que se
traduce en un suero muy higroscopico y con tendencia a la cristalizacion de azicares, motivo
por el cual se almaceno en condiciones anhidras (seccion 2.4) y a T<Tg del sistema a fin de
evitar la cristalizacion de azicares, lo que ocasionaria cambios en el comportamiento térmico.
La Tg de SSL es -3,3 £ 0,1°C, coincidiendo con los resultados previos (Sobral y Wagner,
2007a).

4.1.1 Termograma de SSL en condiciones anhidras

El comportamiento térmico de SSL en condiciones anhidras fue realizado empleando un
calorimetro diferencial de barrido DSC Q-100, 7.4. Instruments. El termograma obtenido, que
se muestra en la Figura 14, se puede dividir en 3 zonas denominadas: zona 1 (T < 100°C),
zona 2 (100 < T < 170°C) y zona 3 (T>170°C), similares a las halladas previamente (Sobral y
Wagner, 2007a).

En la zona 1, después de haberse superado la Tg del sistema, no se observa ninguna transicion
térmica. Esto indica por un lado que no hay cristales de azlicares, dado que de haberlos deberia
aparecer una endoterma de fusion en esta zona. Resultados previos obtenidos con SSL
cristalizado por un almacenamiento muy prolongado mostraron una transicion atribuida a la
fusion a 66,7°C (Sobral y Wagner, 2007a). Por otra parte, la ausencia de endotermas a <100°C
indica que las proteinas presentes en SSL, o estan desnaturalizadas o de estar nativas, se
desnaturalizan a T>100°C. Efectivamente, esto ultimo se pudo comprobar al analizar la zona 2
del termograma. En la zona 2, entre 100 y 170°C, es posible visualizar tres transiciones
endotérmicas denominadas I, IT y III, que corresponden a la desnaturalizacion de L, ITK e

ITBB (Sobral y Wagner, 2007a).
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En las condiciones del ensayo, se vio en la seccidon 3.3.1 que la actividad antitriptica de SSL
anhidro disminuye marcadamente cuando se alcanzan los 140-150°C, lo cual apoya la idea de

que el pico IT (T~ 140-150°C) corresponde a la desnaturalizacion del ITK.
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Figura 14: Termogramas de SSL analizado en condiciones anhidras. Se utilizo una capsula de DSC vacia como
referencia y una rampa de calentamiento de 5°C/min. Se indica la masa anhidra colocada dentro de la capsula.

La baja resolucion de las transiciones de desnaturalizacion es atribuible al bajo contenido de
proteinas en la muestra. El contenido de proteina-tca en el SSL analizado en este trabajo fue
de 10,15 + 0,53% p/p (Tabla 7, seccion 3.1). Se puede ver ademas que, las endotermas se
desarrollan con una linea de base que deriva hacia arriba, formando parte de una gran
transicion exotérmica con maximo a 170°C, que se atribuye a la glicosilacion de las proteinas
en presencia de altas concentraciones de oligosacaridos del suero. Es sabido que las reacciones
de glicosilacion son de naturaleza exotérmica y consisten en la formacion de nuevas uniones
covalentes e irreversibles entre los azticares y las proteinas (Aponte-Ramirez y col., 2009).

La formacion de proteinas glicosiladas en SSL calentado fue demostrado en 3.2.2 aislando las
proteinas con acetona y estimando la relacion entre carbohidratos y proteina mediante el

parametro HC-P (mg carbohidratos/100 mg proteina-rca).
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Después de 170°C (zona 3) comienza una nueva endoterma que se atribuyd a la
descomposicion térmica de la muestra (Sobral, 2007). Siendo la sacarosa el carbohidrato mas
abundante del SSL seria esperable que esta transicion endotérmica tenga relacion con la
descomposicion de este aziicar. Weast (1986) informd una endoterma con un Tp de 185 *
0,5°C para la sacarosa anhidra. Por otra parte, los estudios de Roos (1995) mostré que las
reacciones de pardeo y caramelizacion de azucares ocurre por encima de los 150°C. La
descomposicion de aziicares normalmente se observa por DSC en el rango de temperaturas
entre 200-400°C (Pavlath y Gregorski, 1985).

Para confirmar que el pico II corresponde a la desnaturalizacion del ITK son utiles las medidas
de actividad antitriptica en muestras SSLC informadas en el capitulo 3 (seccion 3.3.1). La
AA% en SSLC (90-130°C) se redujo apenas en un 7,2% respecto a SSL, mientras que para el
SSLC (150) esta actividad se redujo en mas de un 95%. Al calentar el SSL se observo una
reduccion significativa en la AA% en el SSLC (140) (p<0,05; Tabla 13).

Ademas, los estudios por SDS-PAGE de SSL y SSLC (Sobral y Wagner, 2007a) permitieron
comparar la estabilidad térmica con la tendencia a la agregacion de las proteinas del suero
liofilizado con la temperatura. Se vio que la agregacion térmica seguia el orden: B-amilasa > L
> ITK, teniendo el ITK menor tendencia a la agregacion que la L. Analizando la intensidad de
las bandas de los densitogramas de las SDS-PAGE se hallo que para el SSLC (140) la
intensidad de la banda L era del 49% (51% de agregados proteicos) mientras que para ITK
dicha intensidad era de 80% (solo 20% de agregacion).

Estos resultados muestran que el ITK se inactiva y agrega a temperaturas superiores a 140°C,
temperatura que esta por encima de la transicion I atribuida a la L, sustentando que las
transiciones I, II y III de la Figura 14 corresponden a la desnaturalizacion de L, ITK e ITBB,

respectivamente.

4.1.2 Termogramas de SSL con diferentes contenidos de humedad

En la Figura 15a se muestran los termogramas obtenidos con SSL a diferentes contenidos de
humedad. Notese que las Tp de los termogramas con 7,0 y 12,5% de agua son bastante

coincidentes con las correspondientes a SSL en ausencia de agua (Figura 14) pero exhiben

picos mas definidos posiblemente debido a la presencia de agua.
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Figura 15: a) Termogramas de SSL en condiciones anhidras y a diferentes contenidos de humedad (7.0-30,5%
p/p): junto a cada termograma se indica la masa seca (en mg) y el contenido de agua (CA) de cada ensayo. b)
Efecto del contenido de agua (% p/p) sobre las (Tp. °C) del ITK en el SSL (curvas en rojo) y de laL en el SSL
(curvas en azul). Rampas usadas de 5 y 10°C/min. para las figuras principales y el inserto respectivamente.

A 12.5% se aprecia con una mayor claridad que la transicion de mayor entalpia se ubica a la
menor temperatura. Con un 17,0% de agua la desnaturalizacion de las proteinas de SSL ocurre
en una Unica transicion endotérmica. A contenidos de humedad superiores (>20% p/p) se
comienza a observar una inversion en la relacion de areas entre el primer y el segundo pico, lo
que podria en principio sugerir que, en estas condiciones el ITK se desnaturaliza a
temperaturas menores que L. Cuando el contenido de agua es suficientemente alto (30%) el

valor Tp del primer pico resulta comparable con el informado por Sorgentini y Wagner (1999)
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para dispersiones acuosas del ITK (Tp = 75,7°C; Tabla 15), lo cual permite concluir que en el
SSL hidratado, ITK tiene menor estabilidad térmica que L.

Basado en esta evidencia y en los termogramas de SSL en condiciones anhidras (Figura 14) y
con diferentes grados de hidratacion (Figura 15a), en la Figura 15b se muestra el efecto del
contenido de agua sobre las Tp del ITK y L en el SSL. Los valores de Tp para el caso de L son
comparables entre si cuando el contenido de agua se ubica entre el 0-20% con una tendencia
decreciente cuando el contenido de agua supera el 20%. Cuando el contenido de agua alcanza
el 40%, las Tp de ambas fracciones dan valores que son comparables a los publicados para
dispersiones acuosas de PSS,,, s al 20% p/p (Sorgentini y Wagner, 1999).

Estos resultados indican claramente que existe una inversion en las Tp de ambas fracciones
debido a la fuerte influencia que tiene el agua en el comportamiento térmico del ITK. Mientras
que esta proteina es térmicamente mas estable en condiciones anhidras que L, se observa una
rapida desestabilizacion del ITK cuando el contenido de agua se ubica entre el 15,0-16,0% p/p
de agua.

En el inserto de la Figura 15b se puede ver que la misma tendencia hallada respecto a la
inversion de estabilidad entre ITK y L con el contenido de agua hallada a 5°C/min. también es
encontrada cuando se utiliza una rampa de calentamiento de 10°C/min. Las Tp obtenidas a
10°C/min. son al menos 5°C mas altas que las registradas a 5°C/min. cuando el contenido de
agua fue bajo (0-10,0% p/p). Sin embargo, la estabilidad térmica del ITK y L se invierten al
mismo contenido de agua (15,0-20,0% p/p) independientemente de la velocidad de
calentamiento aplicada.

Para el SSL con un contenido de agua entre el 0-20,0% p/p la entalpia total de
desnaturalizacion de las proteinas se halla en el rango de 90-180 J/g proteina. Dichos valores
son 5-10 veces mas altos que los informados para la desnaturalizacidn de las proteinas aisladas
de suero de soja en soluciones acuosas diluidas (Sorgentini y Wagner, 1999). Estas diferencias
pueden ser atribuidas a un efecto estabilizador de las sales y azlicares presentes en el SSL.
Otros posibles factores que pueden contribuir a la estabilidad térmica de las proteinas de soja
son la presencia de cationes divalentes (como el calcio y el magnesio), la alta fuerza idnica y
la baja actividad acuosa (Sorgentini y Wagner, 1999; Scilingo y Afidn, 1996).

Matsue y col. (2001) informaron un incremento en la entalpia de desnaturalizacion de la

lisozima, en la medida que se incremento la concentracion de polioles, debido a una disminucion
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en la actividad acuosa. Los datos termodinamicos sustentan la hipotesis que la estabilizacion
térmica de las proteinas debido a polioles se debe a un efecto de interaccion preferencial con el
solvente, lo que refuerza las interacciones hidrofobicas de la proteina. Los oligosacaridos
presentes en el suero de soja pueden tener un efecto similar induciendo la estabilizacion térmica
del ITK y L.

Un incremento en los valores de entalpia en las transiciones de estas proteinas puede también
atribuirse a la formacion de agregados via glicosilacion. Es importante resaltar que, durante el
calentamiento térmico del SSL en condiciones anhidras suceden reacciones de glicosilacion de
forma simultinea o previa al proceso de desnaturalizacion que conducen a la formacion de
agregados en los que participan ITK y L.

Oste y col. (1990) informaron que se producen modificaciones en la conformacion del ITK
debido a reacciones del tipo Maillard, las cuales fueron detectadas durante el calentamiento de
mezclas solidas del ITK y azucares a 120°C. Las sales y el nitrogeno no proteico (= 6,0%, Tabla
7; seccion 3.1) en SSL son factores que aceleran la reaccion de Maillard.

Los altos valores de AH en ausencia de agua o en condiciones de bajos contenidos de humedad
también pueden ser atribuidos a la ruptura de puentes de hidrogeno y uniones covalentes en la
estructura de la proteina (reacciones de desamidacion, desulfuracion o decarboxilacion)
cuando el calentamiento se lleva a cabo a temperaturas superiores a 100°C (Cheftel, 1989). La
ruptura de uniones covalentes usualmente requiere aproximadamente 20 veces la cantidad de
energia requerida para la ruptura de puentes de hidrégeno (Blanksby y Ellison, 2003).
Ademas, Sheu y col. (2003) hallaron que, en condiciones anhidras la ruptura de puentes de
hidrogeno requiere una mayor cantidad de energia (aproximadamente 5,0-6,0 Kcal/mol) que la
requerida en presencia de agua (0,5-1,5 Kcal/mol).

En los ensayos de DSC con SSL hidratado la entalpia de desnaturalizacion total (AHiota1)
disminuye con el contenido de agua, dando una correlacion lineal (AHiy, = 297,18 —
4,59xCA; 1 =-0,9947), en donde CA es el contenido de agua para el SSL. De acuerdo a esta
correlacion cuando el contenido de agua crece por encima del 60% p/p el efecto de los solutos
(sales y azucares) sobre el suero es despreciable ya que el AHqta del SSL se ubica en el rango
de 12-20 J/g proteina, que esta en el orden de aquellos informados para dispersiones acuosas

de proteinas de suero aisladas (Tabla 15).
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Esta tendencia también fue observada por Sessa (1992) para las fracciones 7S y 11S en
porotos quebrados y harinas de soja en un rango de contenidos de humedad entre el 4,0-

65,0%.

4.2 Comportamiento térmico de proteinas de suero de soja

4.2.1 Comparacion del comportamiento térmico de proteinas de suero de

soja con un aislado nativo de soja

Se utiliza ASN como muestra proteica de referencia ya que existe abundante informacion
sobre el comportamiento térmico de proteinas de reserva de soja, que son las proteinas
mayoritarias en el poroto de soja. El comportamiento térmico de los aislados proteicos de soja
ha sido exhaustivamente estudiado (Petruccelli y Anon, 1984; Scilingo y Afidn, 1996; Molina
Ortiz y Andén, 2001; Hua y col., 2005 y Liu y col., 2008) habiéndose informado que, los
termogramas de dispersiones acuosas al 20-30% estan formados por dos endotermas
correspondientes a la desnaturalizacion de B-conglicinina (7S) y glicinina (11S), con valores
de Tp situados en el rango 74-79°C y 90-98°C, respectivamente, con importantes variaciones
en los valores informados para la entalpia.

Comparativamente, el comportamiento térmico de las proteinas de suero de soja no ha
recibido tanta atencion habiendo relativamente pocos valores publicados sobre sus
propiedades térmicas. Los hallazgos mas importantes se detallan a continuacion y seran
empleados para discutir nuestros resultados.

Sorgentini y Wagner (1999) analizaron de manera comparativa el comportamiento térmico de
ASN y una muestra PSS equivalente a nuestra PSS,,, s, preparada a partir de harina desgrasada
empleando una metodologia similar. A partir de los termogramas de dispersiones acuosas al
20% de estas proteinas empleando una rampa de calentamiento de 10°C/min. obtuvieron los
datos mostrados en la Tabla 14. Los resultados en esta tabla indican una concordancia entre las
Tp de B-conglicinina del ASN y la del ITK de PSS, 5 v entre la glicinina y la lectina.

En ensayos con dispersiones a distinta fuerza 16nica () Sorgentini y Wagner (1999) notaron

que para ASN las endotermas de desnaturalizacion se corren notablemente a mayores
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temperaturas en la medida que p aumenta desde 0 a 1,0. Asimismo, para estas proteinas
hallaron menores entalpias de desnaturalizacion entre 0,2<u<0,5 lo que fue atribuido al
proceso de agregacion exotérmico, el cual se opone a la entalpia de desnaturalizacion
representada mayoritariamente por la ruptura de puentes de hidrogeno. Por el contrario, para
PSS.m s estos autores hallaron solo un ligero incremento de las Tp con el aumento de |t con
valores de entalpia practicamente constantes en el intervalo analizado, los cuales resultaron

considerablemente menores que los hallados para ASN.

Tabla 14: Datos de termogramas de PSS, s y ASN analizados en dispersiones acuosas (20% p/p: 10°C/min.),
por Sorgentini y Wagner (1999). ASN: Aislado de soja nativo. PSS, s: Proteinas de suero de soja precipitadas
con sulfato de amonio a partir de suero de soja con el pH ajustado a 8,0.

Transiciones térmicas Entalpia de
Muestra Pico I Pico II desnaturalizacion
Tp(°C) Fraccion Tp(°C) Fraccion J/'g)
ASN 77.6+1.2 78 90.5+1.6 118 17.8 £ 0.8
PSS.ns 744+0.5 ITK 90.4+0.8 Lectina 10,8 +1.2

Mediante estos estudios DSC realizados sobre ASN y PSS.ns en agua y en NaCl 1,0M,
Sorgentini y Wagner (1999) pudieron identificar las fracciones proteicas correspondientes a
cada transicion utilizando patrones de proteinas que presumiblemente estarian presentes en
base a resultados electroforéticos, agregando ademas un control de ureasa. Los datos de estos
ensayos se muestran en la Tabla 15.

Empleando una relacion 7S: 11S de 2: 3 hallada para ASN junto a las entalpias de los
controles de 7S y 118, estos autores estimaron una entalpia tedrica para el ASN de 17,3 J/g, la
cual resulta similar a la hallada experimentalmente (17,1 + 0,8 J/g, Tabla 15). Esta
correspondencia les indicé que las fracciones 7S y 118, que son las fracciones mayoritarias
observadas por SDS-PAGE, se encuentran en estado nativo.

Mientras que para las PSS,,s, empleando una relacion ITK: L de 3: 2 hallaron un valor
teorico de AH (18,0 J/g) el cual fue significativamente mayor al de la Tabla 15, indicando que
las PSS,.5 son susceptibles a los procesos preparativos y sufren un grado de desnaturalizacion

superior al 40%.
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En esta tabla se observa claramente lo mencionado anteriormente, que un aumento de la fuerza
16nica de 0 a 1,0 M incrementa los valores de Tp de 7S y 11S en mas de 20°C en tanto que este

incremento para las proteinas de suero de soja no supera los 7°C.

Tabla 15: Datos de termogramas de dispersiones acuosas de ASN y PSS, s (20% p/p; 10°C/min.) con y sin NaCl
1.0 M y sus fracciones proteicas constitutivas realizadas por Sorgentini y Wagner (1999). Las abreviaturas usadas
son las de la Tabla 14. 7S: B-conglicinina. 11S: glicinina.

Muestras Agua NaclIM
Tp (°C) Entalpia (J/g) Tp (°C) Entalpia (J/g)

ASN 77,6 +1.2:90,5+1.6 17,1+0.8 95.0+1.,6:110.8+1.3 19.8+28
7S 77.5+0.,5 13.8+1,0 95.2+0.6 142 +0.,7
118 91,004 19.7+0,9 111,0£0,5 19.0=1.1
PSS.ns 74,0+ 0.3; 90,4+ 0.8 10.8+1.2 81,7+0,5:929+ 0.6 112+15
ITK 75.7+0.1 13,6 0.5 82,5+0.1 144+0.2

L 92.8 24.6+04 95.6 244+0,5
ITBB 77,1+0,3 4,0+0,1 79.5+0.4 41+0,2
Ureasa 87.1+04 16,6 £0,7 92,3+0.3 16,8 £0.7

La mayor estabilizacion de las proteinas de reserva a alta fuerza ionica la atribuyen a la
formacion de agregados mas estables por interacciones hidrofobicas, debido a un fuerte
aumento de la hidrofobicidad superficial en estas proteinas al incrementarse la concentracion

de NaCl, lo cual no fue observado en las proteinas de suero (Sorgentini y Wagner, 1999).

4.2.2 Efectos de la preparacion y tratamientos sobre el comportamiento

térmico de proteinas aisladas de suero de soja

4.2.2.1 Efecto del método de preparacion: Los termogramas correspondientes a las muestras
PSS analizados en este trabajo junto con un termograma de ASN como control se muestran en

la Figura 16 y los datos de estos en la Tabla 16.
Sobre las proteinas aisladas por salting out: Comenzaremos analizando las proteinas aisladas

por salting out tomando como referencia a PSS, s por ser la proteina mas nativa con el valor

mas alto de entalpia (p<0,05; Tabla 16). Respecto a los datos de la Tabla 15, nuestra PSS,ys
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presenta un AH =20% menor pero Tp I y II superiores (1-2°C); estas variaciones pueden
atribuirse a diferencias en las materias primas de partida ya que la metodologia empleada es la
misma. PSS, s v PSS,.45 fueron preparadas a partir de la misma harina pero ajustando el pH

del SS a valores diferentes antes de hacer la precipitacion con (NH4),SO; al 90% de

saturacion.
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Figura 16: Termogramas de dispersiones acuosas de proteinas aisladas (30% p/p; 5°C/min.) PSS: Proteinas de
suero de soja. am: Precipitacion con sulfato de amonio. ac: Precipitacion con acetona. Se indica el pH del SS

previo al aislamiento y junto a cada termograma la masa seca (en mg) de cada ensayo. PST,; 5: Proteinas de
suero de tofu precipitada con acetona. ASN: definido en Tabla 14.

Tabla 16: Datos correspondientes a los termogramas mostrados en la Figura 16.

Comportamiento térmico
Muestras de PSS TpI¢C) TpILCC) AH (/) Relacion de areas
pIC pII(C g
I/T+IT (%)
PSS,.s 76,0+0,2° 91.4+02° 85+0,5° ~50
PSS.mis 777+12° 85.1+04° 57+05° ~60
PSS, 76.2+0,6° 92,0+04"° 7.6+03° 40-50
PSS, 45 74,4+£03° 88,5+072° 7.0+0,6° ~50

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,053).
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La precipitacion desde un SS &cido da como resultado un aumento significativo de Tp I y una
reduccion significativa de Tp II y en la entalpia de desnaturalizacion (referencia PSSy,
p<0,05; Tabla 16), indicando que el pH acido induce una mayor desnaturalizacion proteica
con un aumento de la estabilidad del ITK y una reduccion en la estabilidad de L.

Por otra parte, el aumento de la relacion de areas I/(I+II) en PSSun4s (= 60%, Tabla 16)
sugiere que L ademas de disminuir su estabilidad también seria la fraccion proteica que sufre

un mayor grado de desnaturalizacion.

Sobre las proteinas precipitadas con solvente: Las proteinas aisladas con acetona a ambos pH
presentan entalpias de desnaturalizacion significativamente menores que las de PSS,,s sin
cambios apreciables en la relacion de areas (p<0,05: Tabla 16).

Una comparacion entre PSS, s ¥ PSS,.s permite ver que no hay variaciones significativas en
las Tp o en las relaciones de areas pero si una reduccion en la entalpia de desnaturalizacion
(p<0,05: Tabla 16). Estos resultados sugieren que la precipitacion con solvente produciria una
mayor desnaturalizacion que la precipitacion con sulfato de amonio. En PSS,.4s donde se
combina la precipitacion con solvente con el pH acido del SS que reduce la estabilidad térmica
de la L, se obtiene un termograma con una Tp II significativamente menor que la hallada con
PSS.ms.

Cabe mencionar que las entalpias en la Tabla 16 estan dadas en J/g materia seca, si1 se
consideran los contenidos de proteina en las diferentes muestras (Tabla 9, seccion 3.2) se
obtiene que de hecho las entalpias por gramo de proteina resultan mayores para las proteinas
aisladas con solvente respecto a las precipitadas con (NH4),SO,.

Para PSS,.s con un porcentaje de proteina = 57% se obtiene una entalpia =~ 13,4 J/g de
proteina valor que es superior al de PSS,y s de 8,7 J/g de proteina. Los valores de entalpia para
PSSim4s ¥ PSSacas son de 6,4 y 12,9 J/g de proteina, respectivamente. Cabe mencionar que,
pese a la correccion debida al contenido de proteina, PSS.n4s tiene una entalpia
significativamente menor respecto a PSS, s, mientras que las entalpias de PSS,cs y PSSac45
resultan comparables con valores menores para esta ultima, manteniendo la tendencia hallada
en la Tabla 16 respecto al mayor grado de desnaturalizacién de las proteinas aisladas desde SS
acido. Durante la precipitacion con acetona en frio son muy importantes los cuidados en las

condiciones operativas y resulta particularmente importante mantener baja la temperatura
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durante todo el proceso a fin de prevenir que la desnaturalizacion alcance valores
substanciales.

Cuando PSS, es analizada a una mayor concentracion se observa un aumento en las Tp
debido a la reduccion en la cantidad de agua y un incremento en la entalpia de
desnaturalizacion. Adicionalmente y debido a la mayor cantidad de muestra colocada dentro
de la capsula es posible identificar una transicion adicional correspondiente a la
desnaturalizacion del ITBB. En la Figura 17 el termograma superior corresponde a una
dispersion acuosa (30% p/p) de PSSac4 5 que presenta dos transiciones con Tp de 74,4 + 0,3 y
88,5 + 0,2°C (Tabla 16) que corresponden a la desnaturalizacion del ITK y L,
respectivamente, con un AHiy, de 6,98 + 0,23 J/g materia seca. El analisis de esta misma
muestra pero a una mayor concentracion (50% p/p) presenta un valor AHm de 7,12 £ 0,52 J/g

con temperaturas de pico de 76,2 £ 0,9 y 89,3 £ 0,8°C, para ITK y L, respectivamente.
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Figura 17: Termogramas de dispersiones acuosas al 30 y 50% de PSS,.4 5 y de un patrén comercial del ITBB a
5°C/min. ITBB: Factor antitriptico de Bowman-Birk. Se indica la masa seca (en mg) dentro de cada capsula.

Notese que el aumento en la entalpia de desnaturalizacion debido a esta reduccion en el
contenido de agua no es suficiente para producir un cambio significativo en la entalpia de

desnaturalizacion o en la Tp II correspondiente a L. Sin embargo el aumento en la Tp I de casi
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2°C correspondiente al ITK es suficiente para ser significativo y da cuenta de la mayor
dependencia de la estabilidad térmica de esta fraccion proteica con el contenido de agua.

El comportamiento hallado en el SSL con diferentes contenidos de humedad (seccion 4.1.2)
también se cumple con proteinas aisladas. Los corrimientos en las Tp debidos al cambio en el
contenido de humedad se muestran en la Figura 17 con lineas verticales de puntos. Una mayor
cantidad de muestra permite la deteccion de un pequeno pico a 126,9°C (AH = 1,25 J/g) que es
atribuido a la desnaturalizacion del ITBB con base en la semejanza entre la Tp de esta nueva
transicion y la Tp de un patron comercial de ITBB mostrado en el termograma inferior. El
termograma de una dispersion al 30% p/p de un patron comercial del ITBB da una transicion a
128,8°C con un AH de 9.2 J/g.

La materia prima de partida (harina de soja no tratada térmicamente) y la ausencia de
tratamientos desnaturalizantes durante la obtencion de PSS, 45, justifica termogramas con las
tres endotermas correspondientes a la presencia de L y ambos factores antitripticos (ITK e

ITBB) sin desnaturalizar.

4.2.2.2 Efecto del almacenamiento: En esta seccion se analizan los cambios producidos sobre

las proteinas preparadas realizando las modificaciones preparativas detalladas en la Tabla 6.

Efecto del almacenamiento del suero isoeléctrico: En la parte superior de la Tabla 17 se

presentan los datos de los termogramas correspondientes a PSS, s (4,200 pgg, o (15100

y
PSSams @ %9 Estas proteinas fueron preparadas de manera equivalente a PSS, ¢ a partir de
una harina fresca pero luego de realizar un almacenamiento del suero isoeléctrico durante una

() @s) 200 5 de refrigeracion (10°C) Respecto a PSS, 10 se

0 4 semanas =~ en estado congelado
encuentran diferencias significativas en las Tp de las transiciones pero si cambios en el AHota
y la relacion de areas I/I+IL

Para PSS...5 (45,200 116 se observan cambios significativos en el AHqy ni en la relacion I/I+]I,
por el contrario en las PSSy s (s, 10€) y PSSam s (45.100) ge observa una reduccion en la relacion
de areas. Adicionalmente se halla un aumento en el grado de desnaturalizacion con el tiempo
de almacenamiento del suero isoeléctrico en condiciones de refrigeracion. E1 AH¢ota de PSSans

(45,200) g significativamente menor que las entalpias de desnaturalizacion halladas para PSS,

¢ 15190 y PSS, ¢ (p<0,05; Tabla 17).
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Tabla 17: Datos de termogramas de dispersiones acuosas proteicas (30% p/p: 5°C/min.) Las proteinas fueron
obtenidas con las modificaciones detalladas en la Tabla 6. En la parte superior de la tabla se analiza el efecto de
almacenar el suero. Los supraindices indican las condiciones de almacenamiento. s: Semanas. En la parte inferior
se analiza el efecto del almacenamiento de la harina. Los supraindices indican los afios de almacenamiento de la
harina. Se incluyen los datos de las respectivas proteinas no modificadas de la Tabla 16 para comparar.

Almacenamiento Comportamiento térmico
Muestras de Relacion de
de la del suero a
PPS TpI(°O) TpII (°C) AH (J/g) areas I/T+HI1
harina pH 4.5
(%)
PSS, .3 No No 76,0+0,2° 91.4+0,2° 85+0,5%F ~50
PSS, 4200 No Si 75.4+£06° 91,84+09° 9,1+0,8° ~50
PSS, ps 319 No Si 76.4+£0,6° 9234+0,7° 79+03° 35-40
PSS, 5“1 No Si 76,0+0,2° 922+04° 3,6+0.2° 35-40
PSS, No No 76,2+0,6° 92.0+04° 7.6+03° 40-50
PSS, s @ Si No 77.8+0,1° | 957+04° | 5.8+03" 20-30
PSS, . Si No 78.4+0,1° 95.6+0.3" 3.7+£0,2° ~10
PSS.cu5 No No 74,4+0.3¢ 88,5+£0,2° 7.0+0.6° ~50
PSS,cqs ™ Si No 80.3+£1,0° 90,1=0,5¢ 43+4+03° ~40

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,053).

Tabla 18: Contenido de minerales y cenizas en proteinas aisladas. CE: Conductividad eléctrica en dispersiones

acuosas (0,05% p/v). La nomenclatura de las muestras es la dada en la Figura 16 y Tabla 17.

Muestra CE (uS) Ceniza (mg/g) Ca (mg/g) Mg (mg/g)
PSS.ms 8.1+0.5° 40+05° 0,64 +0,03° 0,20 0,01 °
PSS, s ¥ 200 219+ 1.6° 19=2° 220+0,10° 0,20 +0,02°
PSS, “1°9 358+54° 30=2°¢ 1.40 £0.05°¢ 0,18 +0,02°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,053).

Un analisis del contenido salino de estas muestras permite ver que el almacenamiento del
suero, tanto a temperatura de refrigeracion como en estado congelado, induce la asociacion de

sales a las proteinas del suero de soja, ya que el contenido salino (reflejado en valores de
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conductividad y cenizas) y el contenido de calcio se ven aumentados en las muestras PSS,y s
resultantes (Tabla 18). Sin embargo, este aumento en el contenido salino si bien es
significativo, no lo es para inducir cambios en la estabilidad térmica de IKT y L.

En la Figura 18a se muestran los termogramas de PSS, s (4s,100) y PSS.m.s; notese que las Tp
para ambas proteinas se ubican a la misma temperatura pero que el almacenamiento
refrigerado durante 4 semanas del suero antes de realizar el aislamiento tiene un efecto

desnaturalizante lo que se refleja en transiciones de menor tamaiio.
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45
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S ]
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03 . ] . ] . ] . ] . 1 . -0 , | . ] . ] . 1 .
50 60 70 80 90 100 110 60 70 80 % 100 110
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Figura 18: a) Termogramas de dispersiones acuosas de proteinas (30% p/p; 5°C/min.) Las proteinas fueron
obtenidas modificando la harina de partida o realizando cambios durante su obtencion. a) Almacenamiento del
suero isoeléctrico. b) Almacenamiento de la harina. La nomenclatura usada es la de la Figura 16 y la Tabla 17.

Efecto del almacenamiento de la harina: Cuando se parte de una harina desgrasada
almacenada se obtienen proteinas aisladas con acetona con valores de Tp I y II
significativamente mayores que los correspondientes a aquellas preparadas desde harinas no
almacenadas, independientemente del pH del SS de partida (p<0,05; Tabla 17). Por el
contrario, el AHiyy de las proteinas obtenidas a partir de harinas almacenadas es
significativamente menor que el de las proteinas de harina fresca, hallandose una reduccion en
la relacion de areas (p<0,05; Tabla 17).

En PSS..s ® se observa un incremento de 1,6 y 3,7°C en Tp I y II respecto a los valores en
PSSacs v en la PSS, 5 8 ] incremento de Tp I es mayor (2,2°C). Estos cambios producidos
por el almacenamiento de la harina, a diferencia de lo que se observo en las muestras

resultantes de sueros almacenados, pueden relacionarse con un incremento en el contenido
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H? . . .
) resulta tener contenidos de cenizas y calcio (expresados en

salino. La muestra PSS,.s (
mg/g) de 174 =9y 27,10 + 0,10 respectivamente, valores que corresponden a 3,5 y 4,2 veces a
los correspondientes valores en PSS,.s. El valor CE en cambio solo es 1,3 veces superior en la
muestra PSS,c.s M2 Estos resultados indican que el almacenamiento de la harina por tiempos
prolongados contribuye a la asociacion de las sales (principalmente de calcio) con las
proteinas del grano, resultado que se ve reflejado en el contenido de las mismas al ser aisladas.
La baja contribucién al valor CE indica que las sales estan poco disociadas y por ende se
encuentran formando complejos con las proteinas de suero de soja, lo cual explica el marcado
incremento en sus temperaturas de desnaturalizacion.

Adicionalmente el almacenamiento de la harina de partida produce una reduccion en el AHiotal,

8 3 menos de la mitad del valor en PSS,.g; también se reduce

llegando en la muestra PSS, g
la relacion de areas entre 4 y 5 veces. En la Figura 18b, se observan los termogramas de estas
proteinas en donde se aprecia el incremento en las Tp y la marcada desnaturalizacion sobre
todo del ITK. En PSS;c45 9 o] aumento en TpIlyIlesde5,9y 1,6°C (referencia PSS;c45)
con un menor grado de desnaturalizacion.

Una comparacion entre PSS;c4 5 (HS) y PSSacs (E8) permite ver que para un mismo tiempo de
almacenamiento de la harina las proteinas aisladas a pH acido presentan Tp I 1,9°C mayor y
Tp II 5,5°C menor que los hallados para PSS,.s ®® (p<0,05; Tabla 17).

Estos resultados en conjunto indican que el almacenamiento produce una mayor
desnaturalizacion del ITK (respecto de L) con una simultdnea estabilizacion de ambas
proteinas constitutivas.

De acuerdo a trabajos previos (Sorgentini y Wagner, 1999 y Sobral y Wagner, 2007a) y a los
datos de la Tabla 16, PSS,ns v PSS, s resultan muestras proteicas representativas de ambas
metodologias de obtencion y pueden ser tomadas como referencia debido a sus elevadas
entalpias de desnaturalizacion y por estar constituidas segun los estudios por SDS-PAGE

(seccion 3.4) por cantidades similares de sus dos fracciones principales, L e ITK.

4.2.2.3 Efecto del almacenamiento de las proteinas aisladas: Se analiza el efecto del
almacenamiento de las proteinas aisladas en condiciones controladas. Por un lado se evalua un
almacenamiento prolongado (9 afios) sobre las proteinas aisladas preparadas con

modificaciones preparativas que no cambiaron en gran medida los termogramas, como es el
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caso de PSS...s (4s,-20C) y PSSams (15,100 Ambas proteinas no exhiben cambios en las Tp I o II
y solo para la tltima se hallé una reduccion en la relacion de areas (referencia PSS, ) Tabla
17.
Por otra parte se analiza el efecto de un almacenamiento corto (1 afio) sobre PSS, 45 ya que se
trata de una de las muestras proteicas con la mayor entalpia (en J/g proteina) que combina la
precipitacion con solvente y el pH acido del SS que produce la mayor reduccion en la
estabilidad térmica del ITK (p<0,05; Tabla 16).
Los resultados de estos ensayos de almacenamiento se muestran en la Tabla 19 en la que se
han incluido para comparar los datos correspondientes a las mismas proteinas sin almacenar.
El almacenamiento durante 9 afios de las proteinas aisladas produce los mismos cambios para
PSS.ms (4s, -200) y PSSams (1s, 10C) que corresponden a un proceso de desnaturalizacion
acompaiiado de un aumento significativo en la Tp I sin cambios apreciables en la Tp II o en la
relacion de areas (p<0,05; Tabla 19).

Tabla 19: Datos correspondientes a termogramas de dispersiones acuosas proteicas (30% p/p: 5°C/min.) Las

proteinas fueron almacenadas dentro de frascos cerrados a 4°C. © y ©”: Almacenamiento durante 1 y 9 afios
respectivamente La nomenclatura usada es la de la Figura 16 y la Tabla 17.

Almacenamiento Comportamiento térmico
Muestras
de PPS de SSL a 4°C TpI¢C) Tp I CC) Relacion de
e pI(® pII( AH (J/;
(anos) 2 areas I/I+II (%)
PSS, 5 #5200 0 7544+0,6° | 91.8+09°| 9.1+08° ~50
PSS, g U200 9 78.0+0.8% | 91.,5+0,5°| 7.0+06° ~50
PSS, &0 0 76,4+0,6% | 923+0,7°| 7.9+03°% 35-40
PSS, 5 100 9 77,7+0,1% | 91,6+02°| 6,6+10° 35-40
PSS,c4s 0 744+03° | 885+02%| 7.0+06° ~50
PSS, s 1 743+05° | 88.8+0.8° | 33+03° ~40

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,053).

Esto indica que el almacenamiento de las proteinas aisladas induce un proceso de
desnaturalizacion similar entre las fracciones con un aumento de la estabilidad del ITK.

Estudios previos (Sobral y Wagner, 2007a) de almacenamiento del SSL a T<Tg y su posterior

118



Comportamiento térmico de sueros y proteinas aisladas

analisis por DSC en dispersiones acuosas al 30% p/p confirmo que el almacenamiento del SSL
también produce desnaturalizacion proteica pero de manera selectiva y mucho mas acelerada.
Luego de = 300 dias de almacenamiento se hall6 en el SSL una desnaturalizacion del = 70 y =
50% para ITK y L respectivamente obteniéndose una recta (r = 0,99) que indica la total
desnaturalizacion de ambas fracciones luego de 540 y 620 dias para ITK y L respectivamente.
La mayor velocidad de desnaturalizacion hallada en el SSL almacenado fue atribuida al alto
porcentaje de aziicares los cuales se recristalizan produciendo desnaturalizacion proteica.
Finalmente el almacenamiento de PSS,.ss no produce cambios en las Tp pero si una
significativa reduccion en la entalpia (p<0,05; Tabla 19). Los resultados en conjunto indican

que el almacenamiento produce la desnaturalizacién proteica en todos los casos.

4.2.2.4 Efecto del calentamiento de SSL sobre el comportamiento térmico de sus proteinas
aisladas: Los DSC de dispersiones acuosas de proteinas aisladas (seccién 2.6.2) a partir de
SSLC (90-180°C) se muestran en la Figura 19 mientras que los datos correspondientes a
dichos termogramas se presentan en la Tabla 20.

En la medida que el tratamiento térmico del SSL se vuelve mas enérgico se observa un ligero
aumento en las Tp del ITK y una disminucion en las Tp de L (Tabla 20). Si la Tp dependiera
exclusivamente del estado de agregacion de la proteina se deberia esperar un aumento para
ambas fracciones. El comportamiento hallado para L puede atribuirse a cambios
conformacionales producidos por la glicosilacion.

Se hace evidente que, cuando el calentamiento del SSL es suave como en el SSLC (90) no hay
desnaturalizacion de la L pero si glicosilacion (seccion 3.2.2), mientras que con tratamientos
térmicos de mayor intensidad hay desnaturalizacion de ambas fracciones proteicas,
registrandose un mayor grado de desnaturalizacion para la L respecto del ITK (Tabla 20). En
la Figura 19 la inclusion de lineas de base permite apreciar mejor que la transicion
correspondiente a L en las proteinas aisladas del SSLC (130) es notablemente mas chica que la
hallada para 120°C teniendo ambas transiciones tamafos similares. Mientras que en los
termogramas de las proteinas del SSLC (140) L esta totalmente desnaturalizada (GD= 100%)

mientras que aun queda sin desnaturalizar =~ 40% del ITK (GD = 60%).

119



Comportamiento térmico de sueros y proteinas aisladas

-0.15 |

-0.20

-0.25

-0.30 |-

Flujo de calor (mJ/s)

-0.40

30 40 50 60 70 80 90 100 110
Temperatura (°C)

Figura 19: Termogramas de dispersiones acuosas de proteinas aisladas (30% p/p: 5°C/min.) Las proteinas fueron
aisladas con acetona en frio a partir de dispersiones acuosas de SSL o SSLC (90-180°C) calentado en condiciones
anhidras. Se indica junto a cada termograma la masa de proteinas y el tratamiento térmico aplicado al SSL.

Tabla 20: Datos correspondientes a los termogramas de la Figura 19. El grado de desnaturalizacion (GD) de las
proteinas fue calculado como: [100 x (AH, - AH)/AH,]. AH,: entalpia de las proteinas aisladas desde el SSL. AH:
Entalpia de las proteinas aisladas desde SSLC (90-180°C). n.d.: No detectable.

Inhibidor de la tripsina de Kunitz Lectina
Muestra Tp Entalpia GD . Entalpia GD
O (J/g proteina) (%) (O (J/g proteina] (%)
PSSL 74.2+0,6° 2,08+021° 0 93,3+0.2° | 2,08+0,12° 0
PSSLC (90) 75.4+02° 1,92 +0,12° 7.7 957+1,1° | 2.34+024° 0

PSSLC (120) 752+01° | 1.72+0.06° 173 | 913+0,1° | 1.6a+041° | 212

PSSLC (130) 78,6 £04° 1,16 £040° 442 91.8+0,7° | 0,90+0,14° 56,7

PSSLC (140) 79.8 40,27 0,82+0.32° 60.6 n.d. n.d. 100
PSSLC (150) n.d. n.d. 100 n.d. n.d. 100

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,053).

Esto demuestra una mayor estabilidad térmica del ITK respecto a L al calentar el SSL en
condiciones de deshidratacion (Sobral y Wagner, 2007a) y sustenta aun mas que las
transiciones I, II y III de la Figura 14 corresponden a la desnaturalizacion de L, ITK e ITBB,

respectivamente.
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En la Figura 20 se compilan en forma conjunta los resultados obtenidos de los estudios DSC
(Tabla 20), el grado de agregacion obtenido por SDS-PAGE (Sobral y Wagner, 2007) y la
actrvidad antitriptica de SSL y SSLC (90-180°C), seccion 3.3.1.
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Figura 20: AAR: Actividad antitriptica relativa. AAR: = 100 x AA/AA,. AA: Actividad antitriptica de una
muestra sometida a tratamiento térmico. AA,. Actividad antitriptica de la misma muestra no calentada. GA:
Grado de agregacion. GA = 100 x I/I,. I: Intensidad de la banda del ITK sometida a tratamiento térmico. I,:
Intensidad de la misma banda correspondiente a la muestra no calentada obtenidas a partir de densitogramas de
SDS-PAGE de SSL y SSLC (90-180°C, datos de Sobral y Wagner, 2007a) ITK nativo (%): 100 — GD. GD: grado
desnaturalizacion del ITK definido en la Tabla 20.

Puede observarse que la desnaturalizacion del ITK es previa a su agregacion, dado que cuando
se alcanza la desnaturalizacion total a 150°C resta un 10% sin agregar. Mientras que cuando se
alcanza la agregacion-desnaturalizacion total del ITK a 180°C queda atin una actividad
antitriptica remanente entre el 3 y el 4%. Esta actividad residual es debida al factor ITBB cuya
estabilidad térmica es muy superior (referencia ITK). Por lo dicho, se puede confirmar que en
condiciones anhidras las transiciones I, IT y III (Figura 14) corresponden a la desnaturalizacion

de L, ITK e ITBB, respectivamente.
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4.2.3 Comportamiento térmico de las proteinas del suero de tofu

Como se detallo en 2.5.2 se obtuvieron precipitando en forma directa con acetona: PSS;.45 a
partir de SS y PST,.s5 desde el ST, en ambos casos sin realizar ajustes adicionales del pH.
Los termogramas de dispersiones acuosas de estas proteinas se mostraron en la Figura 16.

A diferencia de PSS,.4s en donde es posible identificar con facilidad las transiciones
correspondientes a la desnaturalizacion del ITK y L, en las PST,.s5 esto no ocurre. Sin
embargo tras ampliar y analizar detalladamente con el software del calorimetro varios
termogramas de PST,. s s fue posible 1dentificar dos pequefias transiciones con valores de Tp
segliin se detallan en la Tabla 21. Extendiendo las corridas hasta mayores temperaturas fue
posible 1dentificar otra transicion a 138,5 + 2,5°C que fue atribuida a la presencia del ITBB no
desnaturalizado. En la Figura 17 se mostré el termograma de un patréon comercial de ITBB
(Tp: 128,8°C; AH: 9,2 J/g) mientras que en dispersiones acuosas al 50% de PSS,.45 dicho
factor fue hallado a 126,9°C (AH = 1,25 J/g). El incremento en la Tp del ITBB en PSTycs5
puede atribuirse a la presencia de sales. En el proceso industrial de obtencion del tofu se
adicionan sales de calcio y/o magnesio que precipitan junto con las proteinas 7S y 11S; sin
embargo parte de estas sales pasan al ST y es la razon por la cual el ST tiene una cantidad de
cenizas significativamente mayor que la hallada en SS. Estas sales de cationes divalentes
presentes en el ST durante el proceso de insolubilizacion con acetona pueden coprecipitar
Junto con las PST,. 5 s provocando una estabilizacion adicional del ITBB.

En 3.2 se vio que los contenidos de cenizas y calcio en PST,.ss fueron significativamente
mayores a los de PSS,.4s. Trabajos previos hacen referencia al efecto que tiene el calcio de
incrementar la temperatura de desnaturalizacion de las globulinas de soja (Scilingo y Afion,
1996) y un efecto similar podria ser esperable para el ITBB. Las determinaciones de cenizas,
calcio y magnesio realizadas en estas proteinas mostraron que PST,. s s tiene un contenido de
cenizas y calcio mayor que el hallado en PSS, 45, mientras que las medidas de conductividad
de dispersiones de las proteinas en agua bidestilada arrojaron valores equivalentes en ambas
muestras. Estos resultados indican que la cantidad de sales libres son comparables entre ambas
proteinas y que las sales unidas son las que contribuyen al corrimiento en las Tp observadas y

por ende el cation calcio estaria ligado.
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Tabla 21: Datos correspondientes a termogramas de dispersiones acuosas proteicas (30% p/p: 5°C/min.). PST,_

5 5. Proteina de suero de tofu. El significado de los subindices es el de la Figura 16. n.d.: No determinado.

Comportamiento térmico
Muestras de PPS Relacion de
TpI(°C) TpII (°C) AH (J/g)
areas I/I+II (%)
PSS, 45 74,4+£03° 88.5+02° 7.0+0,6° ~50
PST,.s5 76,9=02° 945+03° <0.1° n.d.

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,053).

El termograma obtenido para PST,. s s sin picos (Figura 16) es consistente con los numerosos
tratamientos térmicos aplicados a estas proteinas mientras forman parte del ST durante la
produccion del tofu. Los resultados indican que estos tratamientos térmicos provocan una
desnaturalizacion total del ITK y L y dejan activo al factor ITBB (transicion a 138,5°C).

En 3.3.2 se vio que la AAR% de PSS,.45 es 90,1 mientras que para PST,.s s disminuyo hasta
7,2% indicando que la desnaturalizacion sigue la misma tendencia que la pérdida de actividad.
La presencia del ITK e ITBB nativos en PSS,.4 5 son los responsables de la mayor AAR% en
PSS,c45 mientras que el ITBB no desnaturalizado en PST, s 5 justifica la actividad antitriptica

remanente hallada.

4.3 Comportamiento térmico de mezclas ASN/PSS

4.3.1 Con PSS no tratada térmicamente

En esta seccion se analizara el comportamiento térmico obtenido al mezclar ASN con diversas
PSS a fin de analizar las interacciones entre estas muestras. Las mezclas fueron realizadas
como se detallo en 2.9.1.

Las propiedades térmicas del ASN analizado y usado para preparar las mezclas fueron dadas
en 4.2.1 (Tpl: 77,5 £ 0,5; TpIl: 91,0 = 0.,4°C con AH;y: 17,1 £ 0,8 J/g). Para mejorar la
apreciacion de los cambios en las Tp de las mezclas en la Figura 21a se incluye una linea de

puntos que indica la TpII del ASN solo.
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Figura 21: Termogramas de dispersiones acuosas (30% p/p, 5°C/min.) de ASN solo o mezclado con diferentes
proteinas de suero. El termograma de ASN solo (en negro) se ubica en la parte superior en ambos termogramas.
Junto a cada termogramas se indica la proteina de suero con la que fue mezclada. a) Mezclas de ASN con (+)
PSS, ¢ #7290 PSS, s =19 b) Mezclas de ASN con (+) PSS, ¢ #=29) o PSS =190 14
nomenclatura de las muestras fue dada en Tabla 17 y Figura 16. ©7: Indica que las proteinas fueron almacenadas
en frascos tapados durante 9 afios.

El termograma correspondiente a la mezcla de ASN con PSS.ns (4, -200)

presenta un
corrimiento en la TpIl de 0,6°C respecto del ASN solo, mientras que en la mezcla ASN/
PSSums % 1% el corrimiento es atn mayor (4,7°C) apareciendo una transicion adicional

denominada I'. Estos incrementos en las Tp también fueron vistos al mezclar PSSy s (4,200 o
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PSSams 5 1% con fracciones enriquecidas de glicinina o B-conglicinina de forma separada
(Sobral y col., 2010).

Una tendencia similar pero con corrimientos de mayor magnitud es hallada en las mezclas
ASN con PSS...s (45.-200) almacenado durante 9 afios o0 ASN con PSS.ms (5. 190) almacenado
durante 9 afos (Figura 21b). Resulta notable que los termogramas de estas 4 PSS (PSSams (.-
20':), PSS.ms (15,100) racién obtenidas o luego de ser almacenadas durante 9 anos) analizadas en
forma aislada tengan Tp (I y II) practicamente idénticas que se ubican entre 75,4-78,0 y 91,5-
92,3°C para las transiciones I y II respectivamente (Tabla 19). Sin embargo, los termogramas
de las mezclas son complejos y presentan al menos tres transiciones importantes denominadas

LI, I' y II respectivamente (Figura 21a).

En la Tabla 14 se vio que los termogramas de ASN y PSS analizadas en forma separada poseen
transiciones con Tp coincidentes. Al analizar las mezclas asumiremos que el pico I se genera por
superposicion de las dos muestras, el pico II corresponde a la desnaturalizacion de la 11S que se
corre por la presencia de las PSS, en tanto que el pico I" corresponderia a la desnaturalizacion de
la L en la que su comportamiento térmico se halla menos afectado por las condiciones externas
respecto al comportamiento observado para la globulina 11S. La Tabla 22 resume los resultados
obtenidos en estos ensayos de mezclas ASN/PSS.

En la Tabla 22 se observa que el incremento en la TpIl (ATp II) de las mezclas ASN/PSS,n 5 0
ASN/PSS.ns * 2% es menor a 1°C teniendo ambas PSS un bajo grado de desnaturalizacion
(Tabla 17). Mientras que las mezclas realizadas con PSS con un grado mayor de
desnaturalizacion (PSS, (15,100 5 PSS, . 10C)) dan incrementos en la Tpll de 4-5°C. Estos
resultados indican que hay un mayor aumento en la TpIl en la medida que crece el grado de
desnaturalizacion de la PSS usada en la mezcla. Cuando las mezclas son preparadas
empleando PSS, s (4s,200) PSS.ms (15,100 almacenadas las cuales presentan un mayor grado
de desnaturalizacion (debido al almacenamiento), el incremento en la Tp es aun mayor (de 2 a

9 veces superior) al obtenido usando muestras frescas. La mezcla de ASN con PSS,.45, el cual
tiene Tp (I y II) significativamente menores que los de PSS, s (Tabla 16), da un aumento en

la TpIl de 5.1°C.
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Tabla 22: Datos correspondientes a termogramas de dispersiones acuosas de mezclas proteicas (ASN/PSS,
relacion 1: 1% p/p) al 30% p/p a 5°C/min. Los valores de Tp v AH de las proteinas aisladas fueron dados en la
Tabla 17 y en la seccion 4.2.1 para ASN. ATp fue calculado como TP mezeta — TP asn-

Mezclas AH@J/g) | TpI(C) | TpI'(CC) | TpII(°C) |[ATpI | ATpII
PSS,.¢ 122+03°| 784406 " 91,6+02° 02 | 0.1
PSS, %9 112,3+037| 77.0+ 08" 92,1+0,5° -12 | 06
PSS, 19 |11,5402°| 77.4+06" 90-91 95,7+04° 0.8 | 4.7
PSS, 51 n.d. 77.2+0,6* 91-92 950+0.8° -1.0 [ 4.0

ASNH 1 psS,ns @290 [114+03°] 788+0.6° 893+0,6°| 97.6+07°¢ 1.2 52

PSS, 5 1510000 111,740,1%) 80,4+14*° | 90.3+0,8%| 100.6+04°¢ 2.8 8.2

PSS, & 03+03°| 88.9+0.6° |93.4+0,8> 101,6+0,6%| 11,3 | 9.2

PSS,ca5 123+02%| 78.6+0,1*° [ 92,6 +03"| 97.5+03° 0.8 5.1

PST, s 13.8+0.1%| 833+1.0° | 948+0.7°| 1024+1.1° 5.7 10,0

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,053).

Llamativamente cuando las mezclas son realizadas con PSS,..3 ) PST,cs5, ambas proteinas
con bajos valores de AH, se obtiene no solo un notable incremento en la Tp de la 11S (ATp II
= 9-10°C) sino ademas un notable incremento de la Tpl. En estos ensayos, los valores de AH
no mostraron correlacion con las caracteristicas de las muestras y las entalpias en las mezclas
resultan comparables a las obtenidas a partir del célculo teorico basado en las entalpias de las
muestras individuales analizadas por separado y el contenido de cada proteina en las mezclas.

Evidentemente los ensayos de DSC de mezclas ASN/PSS demuestran que hay un incremento
en la Tpll consistente con la presencia de interacciones entre los componentes de las muestras
de proteinas (ASN y PSS) lo que genera el incremento en la estabilidad térmica hallada. Este
comportamiento térmico puede atribuirse a diferentes causas tales como: 1) la fuerza iénica o
la presencia de minerales tales como el calcio, los cuales pueden tener una influencia en el
comportamiento térmico de las proteinas; i1) posibles interacciones que pueden establecerse
entre las fracciones proteicas presentes entre ASN y las PSS cuando las mismas son
mezcladas. Adicionalmente las proteinas de suero pueden estar en forma nativa,

desnaturalizada o agregada.
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A fin de poder dilucidar si los incrementos en las Tp de ASN pueden explicarse por las sales
aportadas por las PSS en las respectivas mezclas, recurrimos a resultados previos obtenidos
por otros autores (Iwabuchi y Yamauchi, 1987 y Petruccelli y Afion, 1996) quienes evaluaron
la influencia del contenido de NaCl y calcio sobre las temperaturas de desnaturalizacion de la
glicinina.

A partir de las medidas de CE y los contenidos de calcio de las PSS (Tabla 18) y de ASN
(Tabla 9; seccion 3.2) analizadas por separado se calculo el contenido total de sales y de calcio
para el caso de las mezclas ASN/PSS (expresadas como g NaCl/g de muestra o mg Ca/g de
muestra respectivamente).

De acuerdo a esto, solo las mezclas entre ASN con PSS,. 2, PSS,c450 PST,. 55 exhiben
niveles relativamente altos de NaCl y calcio (de al menos 0,05 g/g y 2 mg/g respectivamente).
Sin embargo aun en estas muestras con alto contenido mineral, los valores son insuficientes
para explicar los incrementos en las Tp observados (> 5°C) para el pico II (Tabla 22)

Estos resultados indican claramente que el incremento en la TpIl hacia temperaturas mas
elevadas en las mezclas no puede ser explicado por un incremento en la fuerza i6nica o el
contenido de calcio. Mas aun, en muestras con bajo contenido salino (aisladas por salfing out
y posterior dialisis), se observa una desnaturalizacion parcial de las PSS sin cambios
apreciables en sus Tp (del ITK y L) tras un almacenamiento prolongado (Tabla 17). Y cuando
estas muestras fueron mezcladas con ASN se obtiene una fuerte influencia en la estabilidad
térmica de las proteinas (Tabla 22).

Los termogramas de estas mezclas son mas complejos que los correspondientes a las muestras
por separados (Figura 21). Como se postulo previamente las transiciones endotérmicas I, I' y
IT corresponderian a la desnaturalizacion de las fracciones 7S-ITK, L y 118 respectivamente.
Sin embargo los resultados mostrados hasta el momento no permiten determinar

fehacientemente que transiciones corresponden a proteinas de ASN y cuales a PSS.

4.3.2 Con PSS tratada térmicamente

Para poder dilucidar estas cuestiones y permitir un mejor entendimiento del comportamiento
térmico de las mezclas ASN/PSS, se realizaron dos series de ensayos tendientes a esclarecer

estas cuestiones. Por un lado se analizan por DSC mezclas de ASN con muestras de PSS
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desnaturalizadas. Por otra parte muestras de ASN son mezcladas con cantidades equivalentes
de minerales (cenizas) provenientes de la calcinacion hasta cenizas blancas de las diferentes
PSS ensayadas. Para estos ensayos se utilizan proteinas de suero representativas de los
comportamientos de interés tales como PSS,.4s (obtenida de harina fresca), PSS, (H8)
(obtenida de harina almacenada durante 8 afios) y PST,.s 5 las proteinas del suero de tofu. Los
resultados se muestran en la Tabla 23. Cuando se analizan los termogramas de estas mezclas
hay que tener presente que ya sea que se este mezclando ASN con PSS totalmente
desnaturalizado o con las cenizas de PSS en cantidades equivalentes, las transiciones

observadas en los termogramas se deben exclusivamente a la desnaturalizacion de las

globulinas 7S y 118 del aislado.

Tabla 23: Temperaturas de pico (Tp) correspondientes a termogramas de dispersiones acuosas de mezclas de
ASN/PSS, ASN/PSSP* 0 ASN/cenizas de PSS al 30% p/p a 5°C/min. °**: Desnaturalizada. Mezcla control: ASN
con PSS no tratada térmicamente. Las Tp de las PSS se encuentran en las Tablas 17 y 19. ATp (respecto de ASN)
fueron calculados como TP pezes — TPasn: ATp (respecto a mezclas ASN/PSS) fue calculado como TP mezes — TP

mezcla control.

ATpI(O) ATpII (°C)
Mezclas TpI(C) respecto | TP IL(°C) respecto
respecto a respecto a
a mezclas a mezclas
ASN ASN
ASN/PSS ASN/PSS
PSS, 78,6+0,1° 0.8 97.5+0,3° 5.1
_Des . + b + b
ASN + PSS, .45 83.5+0.2 5.9 4.9 102.3+0.1 9.9 4.8
Cenizas
77,2+0,8° -0.4 -1.4 929+0,3° 0.5 -4.6
de PSSM_1:5
PSS, & 88.9+0,6° 11,3 101,6 £0.6° 9.2
(H8) Des d ] d .
ASN + PSS, 86.7+1.2 9.1 2.2 1047 £ 0.5 12.3 3.1
Cenizas
78,1 +0,7% 0.5 -10.8 925+0,3° 0.1 -9.1
de PSS, s ®¥
PST, .55 83.3+1.0°%° 5,7 1024+1,1° 10.0
_ Des a8 . _ b _
ASN + PST.css 81.0+ 1.3 34 23 100.8 £ 1.1 8.4 1.6
Cenizas
997+24° 22.1 16,4 1245+12° 32.1 22.1
de PST, 55

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,053).
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Los datos de la Tabla 23 muestran que PSS,.4 s desnaturalizada induce un gran incremento en
las Tp de I y II con respecto a los incrementos producidos por las muestras no calentadas. Este
resultado esta de acuerdo con la alta tendencia que exhiben el ITK y la L desnaturalizada a
interaccionar y estabilizar las globulinas 7S y 118, lo que se correlaciona con los notables
incrementos en la hidrofobicidad superficial, que fueron hallados y reportados en trabajos
previos (Mitidiert y Wagner, 2002).

Como se detallé en la Tabla 6 PSS,.; ®® fue obtenida mediante precipitacion con acetona a
partir de harina almacenada durante 8 afios, lo que favorece las reacciones de agregacion
proteica. Cuando PSS,. 3 @ fue tratada térmicamente se formaron agregados-desnaturalizados
que son mas reactivos, lo que incrementa el corrimiento del pico I y del pico II hacia valores
mayores de temperatura. Las mezclas de ASN/PST,s s muestran un comportamiento similar
respecto a las Tp para las transiciones I y II independientemente del tratamiento térmico
(p<0,05). Este comportamiento se explica con base en las particulares caracteristicas de PST,.
ssobtenida a partir del ST que ha sufrido varios tratamientos térmicos y en donde las proteinas
estan constituidas principalmente por ITK y L totalmente desnaturalizada.

Se obtiene un resultado interesante cuando se mezcla ASN con las cenizas obtenidas a partir
de la calcinacion de las muestras de PSS. Con respecto al afecto del agregado de ceniza de
PSSac4s5 0 PSSy g 8 obtenida a partir una harina fresca o almacenada respectivamente, se ve
claramente que los minerales de las PSS son incapaces de producir los aumentos en las Tp
observadas en las mezclas ASN/PSS (Tabla 23). Estos resultados indican que los minerales

) no tienen un efecto significativo en la estabilidad

presentes en las PSS,c45 0 PSS,
térmica de fraccion 11S.

Un resultado diferente se obtuvo cuando se analiza la mezcla ASN/PST,.55. De acuerdo a los
datos de la Tabla 9 el contenido de minerales y calcio fueron significativamente mayores que
los hallados en otras PSS. Debe tenerse en cuenta que luego del proceso de calcinacion, el
calcio se encuentra en estado libre y por lo tanto es altamente reactivo con las globulinas 7S y
118. Este hecho indicd, como ya se viene mencionando, que el calcio esta fuertemente unido
en las PST,.5s5 ya que se obtiene un marcado incremento cuando el calcio es liberado de estas
proteinas mediante calcinacidon, cosa que se aprecia en los valores de las Tpl y II de los

termogramas de mezclas ASN/PST,.ss. Finalmente podemos remarcar que tanto el ITK como

la L desnaturalizada poseen una alta tendencia a interaccionar con la globulina 11S.
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En estudios recientes (Ren y col., 2009) analizaron la co-precipitacion de globulinas de
reserva y proteinas de suero a pH 4,5 luego de tratar térmicamente leche de soja. De acuerdo a
estos resultados, no es posible descartar la influencia de otros componentes minoritarios en la
estabilidad térmica de las mezclas de proteinas ASN/PSS, por lo que se requeririan estudios
adicionales para dilucidar en profundidad los mecanismos e interacciones involucrados al

realizar estas mezclas.

4.4 DSC de proteinas de suero de soja con diferentes contenidos de

humedad

Para el estudio del comportamiento térmico con diferentes contenidos de humedad se utiliza la
muestra PSS, 5, por ser de facil obtencion (sin ajustes de pH y precipitada directamente con
acetona, sin etapa de dialisis) y con un bajo nivel de desnaturalizacion (seccidon 4.2.2.1).

Los resultados de termogramas de PSS,.45 con diferentes contenidos de humedad (0-73,0%
p/p) se muestran en la Figura 22.

En 4.2.2.1 se vio que el termograma de PSS,.45 con un contenido de agua del 50% p/p
presentd un aumento en la entalpia de desnaturalizacion y en las Tp de ambas transiciones
respecto al termograma con un contenido de agua del 70%. Cuando PSS,c.4s fue analizada
empleando un contenido de agua del 50% p/p, la Tp I cormrespondiente al ITK fue
significativamente mayor que la Tp I hallada empleando un 70% de agua. La reduccion en el
contenido de humedad del 70 al 50% p/p aumento la Tp I en 1,8°C. Este resultado mostro que
tanto en el SSL (Figura 15) o en las proteinas aisladas, ITK resulta ser la fraccion proteica que
mas modifica su Tp con el contenido de agua.

Este resultado hallado con PSS,.4s esta de acuerdo con el comportamiento térmico del ITK
hallado en SSL, donde la Tp correspondiente a este factor antitriptico fue la que experimento
una mayor variacion con el contenido de humedad (Figura 15).

En la Figura 22a se observa que con un contenido de agua (CA) del 73% p/p las transiciones
correspondientes a la desnaturalizacion del ITK y L tienen Tp de 74,4 £ 0,3 y 88,5 £ 0,2°C
respectivamente (Tabla 16). Estas Tp son coincidentes con los resultados mostrados en la
Tabla 14 los cuales corresponden a proteinas de suero preparadas por salting out. La

concordancia entre las Tp de ambas tipos de proteinas cuando el agua esta en exceso sugiere
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que el comportamiento térmico de las proteinas no es afectado por los componentes no

proteicos presentes en PSS, 4.
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Figura 22: a) Termogramas de PSS, s con diferentes contenidos de agua (CA) a 5°C/min. CA entre 15.0-73,0%
p/p. MS: Masa seca. b) Efecto del contenido de agua (% p/p) sobre las Tp (°C) del ITK en PSS, 45 (curva en
magenta) y de la L en PSS, 45 (curva en verde). Se incluyen las Tp de patrones comerciales del ITK (CA de cero
y 30% p/p; cuadrados rojos) y patrones purificados de L (CA de cero y 10% p/p; circulos azules). Empleando los
mismos simbolos de los patrones y para un CA del 70% se incluyeron las Tp de las fracciones del ITK y L
purificadas reportados por Sorgentini y Wagner (1999).
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Cuando el CA es 48,0% Tp de L casi no se modifica mientras que la Tp del ITK aumenta
significativamente estando atn por debajo de L.

Por el contrario cuando CA es del 32,5%, L sigue sin cambios apreciables en la Tp, mientras
que ITK aumenta notablemente su estabilidad teniendo ahora una mayor Tp que L, habiéndose
producido la inversion térmica en la estabilidad de estas dos fracciones. Cuando el CA es
menor se mantiene la tendencia pero se observa que L aumenta también su estabilidad. En
condiciones anhidras (Figura 22a) los termogramas de PSS,.ss presentan dos amplias
transiciones a 158,2 y 216,0°C correspondientes a L e ITK respectivamente.

Cuando se realizan ensayos de DSC modulados se encuentra un valor de Tg de 128,0 + 0,6°C
previo a la desnaturalizacion del ITK y la L. Este comportamiento estd de acuerdo con los
datos previamente informados para otras proteinas en condiciones anhidras (Roos, 1995).

Es generalmente aceptado que la estructura usualmente compacta de la proteina se despliega
durante el proceso de desnaturalizacion. El proceso de desplegamiento es acompaiiado por la
ruptura y reformacion de interacciones intra e intermoleculares (Careri y col., 1979). Las
moléculas de agua juegan un papel importante en la formacion y rupturas de estas
interacciones. Este efecto se refleja en un incremento en la temperatura de desnaturalizacion
en la medida que disminuye el contenido de agua.

Una reduccion en los miveles de agua puede conducir a una desestabilizacion del estado
desplegado de forma relativa al estado nativo, esto es debido a que las especies cuando se
encuentran en un estado desplegado tienen una mayor interfase con el solvente en
comparacion con el estado plegado. Por lo dicho una desestabilizacion del estado desplegado
da como resultado un incremento en la temperatura de desnaturalizacion (Zhong y Sun, 2000).
A diferencia de lo observado con SSL, en que las Tp se mantenian constantes a bajos
contenidos de humedad, con PSS,.4s analizada con diferentes contenidos de humedad se
encuentra un incremento en las Tp (Figura 22b) tanto para el ITK como para la L a bajos
contenidos de humedad.

Entre 0 y 30% p/p de contenido de agua la Tp del ITK fue siempre mayor que la de la L, la
que alcanza un valor minimo y constante a partir de un contenido de agua del 30% p/p. Sin
embargo la Tp del ITK exhibe una tendencia decreciente en todo el rango de contenidos de

humedad, dando como resultado una inversion en la estabilidad térmica cuando se alcanza un
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CA = 50% p/p de agua. En este punto se produce un cruce de las curvas correspondientes al
ITK y L que se observa en forma efectiva (Figura 22b).

Para contenidos de humedad superiores al 50% p/p el ITK es térmicamente menos estable que
la L. Cuando se analizan los termogramas de patrones purificados del ITK y L se observa un
comportamiento similar al hallado en PSS, 45. En estos ensayos y para los patrones del ITK y
L analizados en condiciones anhidras los picos mayoritarios se ubican a 222.6 £ 0,5 y 136,0 +
7,0°C, respectivamente. Estas temperaturas decrecen en la medida que se incrementa el
contenido de agua, demostrando la inversion térmica (Figura 22b).

Un estudio comparativo entre las Figuras 22b y 15b muestra que la inversion se observa para
mayores contenidos de agua para PSS respecto de SSL, lo que puede ser explicado por la
liberacion de agua que sucede durante el calentamiento del SSL, lo cual es consecuencia del
alto contenido de azucar del suero.

Kitabatake y col. (1990) realizaron ensayos de DSC con fracciones 7S y 11S purificadas
informando que la desnaturalizacion de ambas fracciones, cuando el contenido de humedad es
bajo, se produce a 130 y 180°C respectivamente, exhibiendo un descenso en las temperaturas

de desnaturalizacion cuando el contenido de humedad se incremento.

Tabla 24: Entalpias de desnaturalizacion (AH) obtenidas a partir de termogramas de PSS, s con diferentes
contenidos de agua. Los termogramas se muestras en la Figura 22a.

Entalpia parcial (J/g proteina) ITK: L
Contenido de agua AH total
Relacion de
(%) ITK L (J/g proteinas crudas)
areas
0,0 36,1+1,3° 81,5+1,7° 1:2,26 216,8+3,0°
15,0 1.4+03"° 89+1,0° 1: 6.39 19.1+1.2°
32,5 1.3+£02° 6,7+0,7°¢ 1: 5,35 148+0.8°
48,0 274+0,2° 44+03¢° 1: 1,62 12.4+05°
73,0 28+0,1° 42+02° 1: 1,51 13,3+0,3°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05).

Los trabajos realizados por Sessa (1992) mostraron que fracciones electroforéticamente puras
de las fracciones 118, 7S e ITK se desnaturalizan a 210,2 = 0,2; 218,5 £ 0,6 y 203,6 + 0,5°C,

respectivamente cuando el contenido de humedad “aparente” fue cero. Sessa, hallo ademas
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escasas variaciones en la entalpia de desnaturalizacion y que dichas temperaturas
disminuyeron cuando el contenido de humedad aumento.

En nuestros ensayos la humedad cero se aseguré mediante el uso de P,Os como agente
deshidratante, lo que se refleja en una Tp que es aproximadamente 20°C mayor para el patron
ITK (222,6 + 0,5°C). Respecto al AHgesnat los termogramas de PSS,c45 (que tambien se vio
con SSL) revelaron que las entalpias involucradas en la desnaturalizacion del ITK son siempre
menores comparadas con las de L (Tabla 24).

Resulta evidente que los AHia (tanto para ITK como para L) permanecen practicamente
constantes cuando el contenido de agua se mantiene en el rango entre 15,0-73,0%, pero se
incrementan notablemente cuando PSS,.45 esta por debajo del 15%. El AH de PSS,c45 en
estado anhidro fue aproximadamente 16 veces mas alto que el correspondiente valor medido
con un 73,0% p/p de agua.

En condiciones anhidras, las entalpias halladas para las fracciones purificadas del ITK y L
exhiben la misma tendencia respecto a las mismas fracciones proteicas en PSS,.45 (27,2 £ 2,2
y 90 £+ 15 J/g, respectivamente). De acuerdo a Sessa (1992), el AH permanece constante para
el ITK en el rango de humedad ensayado (desde 70,0% p/p hasta un contenido “aparente” de
agua de cero).

Como ya fuera mencionado cuando se alcanzan condiciones de deshidratacion total mediante
el empleo del P,Os como agente deshidratante, los valores de AH para ITK y L hallados se
incrementan notablemente dando un valor de entalpia total de 216,8 + 3,0 J/g proteina cruda.
En ausencia de agua, las transiciones térmicas no solo involucran un proceso de
desnaturalizacion sino reacciones de descomposicion como las que fueron detalladas para el
SSL.

Para confirmar la estabilizacion térmica del ITK en condiciones de baja humedad, se realizan
ensayos adicionales empleando dos condiciones de humedad en los que el ITK se comporta en
forma diferente (32,0 y 73,0% p/p agua) ya que en estas condiciones ITK y L exhiben una
estabilidad térmica en la inversion (Figura 22a).

En un primer ensayo se realiza el ensayo DSC de PSS,.45al 32,0% p/p de agua hasta 100°C,
condiciones en las cuales solo la L se desnaturaliza (Figura 23b). Recuperada y enfriada la
muestra del primer ensayo, se la hidrata hasta alcanzar una humedad del 68,0% p/p y se corre

nuevamente en las mismas condiciones en una capsula nueva de DSC.
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Figura 23: a: Termogramas de dispersiones proteicas de PSS, 4 5 con diferentes contenidos de agua (CA) a
5°C/min. a) Dispersiones con CA de 73.0 y 32,0 (corridas 1 y 2 respectivamente). b) Termogramas de PSS, 45
con un CA del 32.0 (corrida 3), enfriada, llevada a un CA del 68.0% y vuelta a correr (corrida 4). Junto a cada

termograma se indica la masa seca (MS) utilizada en cada ensayo.

En este nuevo ensayo la transicién correspondiente a L no aparece en tanto que la
correspondiente al ITK es hallada a 75°C, lo cual confirma que a bajos contenidos de agua esta

proteina es mas estable que la L.
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4.5 Comportamiento térmico comparativo entre PSS;. 45y SSL

El comportamiento térmico del ITK y L en PSS,.45 y SSL exhiben algunas diferencias
importantes que merecen atencion (Figuras 15a y 22a). En condiciones anhidras los
termogramas de SSL exhiben Tp que son menores para L e ITK (120,5 + 3,0°C y 142,3
2,7°C, respectivamente) respecto a las temperaturas observadas para las mismas fracciones
proteicas en PSS, 45 (158,2 £2,6°C y 216,0 + 5,8°C, respectivamente).

Por un lado los cambios en el comportamiento térmico resultan mas evidentes para el ITK.
Ademas la linea de base del termograma correspondiente al SSL experimentd una deriva
ascendente hasta los 170°C. Este comportamiento no fue observado para PSS, .ss, y se
atribuyd a una reaccion exotérmica de glicosilacion (Sobral y Wagner, 2007a). Se asumio que
esta reaccion fue favorecida por la alta relacion (3: 1) en el contenido de carbohidratos y
proteina en el SSL. En contrapartida los termogramas de PSS,. 45 no presentaron esta deriva
ascendente, lo que puede indicar la baja contribucion a la transicion exotérmica atribuible a la
glicosilacion de las proteinas (Figura 22a).

Otra diferencia entre el comportamiento térmico hallado entre PSS,.4s y el SSL fue el
diferente contenido de agua en el que la inversion en la estabilidad térmica fue observada. Para
el SSL la inversion ocurrio entre el 15,0-17,0% de humedad (segiin la rampa de calentamiento
considerada) mientras que para PSS, 45 el cruce de las curvas se produjo en las proximidades
del 50,0% de humedad (Figuras 15b y 22b).

Sin embargo cuando dichas Tp se grafican en funcion de la relacion de masas entre agua y
proteina (A/P), expresado como g de agua/g de proteina, la inversion es observada a la misma
relacion A/P (1,9 = 0,1; Figura 24). La zona de A/P < 1,9 g agua/g proteina exhibe las mayores
diferencias entre el SSL y PSS,..4 5 respecto al efecto que el contenido de agua ejerce sobre el
comportamiento térmico. Para PSS,. 45 las Tp tienen una macada dependencia en la relacion
A/P (especialmente para una relacion A/P menor a 1,0 g agua/g proteina). Por otra parte el
efecto del contenido de agua no es tan evidente para el SSL. Para valores de A/P menores a
1,0 g de agua/g de proteina, las moléculas de agua podrian interaccionar fuertemente con las
moléculas de proteina en el caso de PSS,c4 5, y cuando la reaccion se aproxima a 0 g de agua/g
de proteina estarian mas fuertemente ligadas. Por lo tanto la estabilidad térmica de las

proteinas se incrementaria notablemente.
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En un estudio de la estabilidad térmica de la lisozima a bajos contenidos de humedad se
postulé que por debajo de 0,3 g agua/g proteina las moléculas de agua estan unidas por
puentes de hidréogeno a los residuos polares de los aminoacidos en la superficie de las
proteinas (Fujita y Noda, 1978). En un estudio mas reciente Zhong y Sun (2000) evaluaron el
comportamiento térmico de las globulinas de soja 7S y 11S y reportaron que por debajo de

0,30-0,32 g de agua/g proteina el agua se encuentra como agua no congelable.
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Figura 24: Efecto de la relacion agua-proteina (g agua/g de proteina) sobre las temperaturas de pico (Tp) del ITK
y L para el SSL y PSS, 5. El area sombreada incluye los puntos de cruces de las curvas para ITK y L para
ambas muestras. La concentracion de proteina fue determinada por el método de Lowry. Los termogramas fueron
realizados utilizando una rampa de calentamiento de 5°C/min. Se emplearon los mismos simbolos que en las
Figuras 15b y 22b.

Para SSL las Tp para ITK y L son menores a 150°C y se mantienen relativamente constantes
en el rango de A/P entre 0 y 1,5 g de agua/g de proteina. Mas aun cuando A/P > 1 g agua/g
proteina un estudio comparativo entre los valores de las Tp para ITK y L en ambas muestras
revela un incremento en la estabilidad térmica en las muestras de SSL (Figura 24).

Una posible explicacion para este comportamiento observado es que el alto contenido de
azucares tiende a incrementar el rango en el que las moléculas de agua se comportan como

agua ligada. Los ensayos de DSC revelan que cuando la relacion A/P < 1,3 g de agua/g de
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proteina (contenido de agua 0-12,0%) no se detecta agua congelable (AC). Cuando la relacion
A/P = 1,9 g de agua/g de proteina (17,0% de contenido de agua) se corresponde con la
inversion térmica y se observa una cantidad incipiente de AC (< 0,3%). Finalmente, cuando la
relacion A/P se incrementa (> 1,9 g de agua/g de proteina) el efecto del contenido de agua en
la estabilidad térmica de las proteinas se observa de manera notable especialmente para ITK.
La disminucion en los valores de Tp se atribuye a la presencia de agua libre y a una
disminucion en la influencia que tienen los azucares sobre el sistema.

Es posible realizar una comparacion entre el comportamiento térmico del ITK y la L en el SSL
y en PSS,.45 y los datos reportados por Sessa (1992) para las globulinas 7S y la 11S en
proteinas purificadas y en harina desgrasada.

Los resultados de Sessa (1992) mostraron que el comportamiento térmico de las fracciones
purificadas 7S y 11S analizados a bajos contenidos de agua proximos a cero, indican que la
desnaturalizacion térmica de ambas fracciones sucede a temperaturas superiores a los 200°C.
Sin embargo cuando se realizo el estudio en harina desgrasada las Tp para las fracciones 11S y

78 fueron 190 y 130°C, respectivamente.
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Figura 25: Mezclas PSS, s-sacarosa analizadas por DSC modulado con y sin cristalizacién de azicar. Rampa
de calentamiento: 5°C/min.
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De esta forma debemos considerar que las harinas contienen oligosacaridos y otros
componentes minoritarios que pueden afectar la estabilidad térmica de las proteinas en la
harina. De manera similar para el SSL en condiciones anhidras la presencia de azucares
disminuye los valores en las Tp del ITK y L.

Con el fin de confirmar s1 los azucares son realmente los responsables del comportamiento
observado en las proteinas de suero en el SSL, se realizan ensayos mediante colorimetria
diferencial de barrido de mezclas PSS, 4 s-sacarosa en estado amorfo en condiciones anhidras.
Se utiliza una relacion en masa sacarosa: proteina de 3: 1 p/p que es similar a la relacion
hallada en el SSL.

Este estudio revela dos comportamientos térmicos diferentes dependiendo del estado cristalino
del azticar. En la Figura 25 se observa un pico exotérmico a 92,4°C para el caso en que se
produce la formacion de cristales de azucares, mientras que para la mezcla PSS, 4 s-sacarosa
en la que no se produce cristalizacion se observa un comportamiento similar al visto para el
SSL analizado en condiciones anhidras (Figuras 14 y 15a) en donde los picos a 134,0 y 152.0
se atribuyeron a la desnaturalizacion térmica de la L e ITK, respectivamente. Adicionalmente
un pico pequefio ubicado a 169,3°C que corresponderia a la desnaturalizacion de ITBB que
también fue observado en SSL en condiciones anhidras (Figura 14).

A temperaturas superiores a 170-180°C se observa una gran transicion endotérmica (Tp =
192,8°C) que es consecuencia de la descomposicion térmica del sistema. Este resultado ya fue
hallado y reportado en trabajos previos (Sobral y Wagner, 2007a; Sobral y col., 2011).

De esta forma y como fue visto para el SSL la linea de base del termograma correspondiente
exhibe incremento desde 140 hasta 170-180°C que se atribuye a las reacciones simultaneas de
glicosilacion proteica y deshidratacion de azucares que preceden a la descomposicion del
sistema.

En los casos en que se produce la cristalizacion de aziicares en la mezcla, el termograma
superior muestra las correspondientes endotermas de L e ITK a 138,7 y 160,8°C
respectivamente (Figura 25). Sin embargo, el ascenso o deriva ascendente en la linea de base
es menos evidente debido a la menor contribucion del azicar cristalizado en los procesos de
glicosilacion y deshidratacion. Ademas de los picos mencionados se observa un pico a
187,6°C que corresponderia a la fusion de los cristales de azicares previos a la

descomposicion del sistema (Tp = 201,1°C).
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De acuerdo a la Figura 22a, las temperaturas de desnaturalizacion de L e ITK en condiciones
anhidras en PSS,. s fueron de 158.2 y 216,0°C respectivamente. Por lo tanto la presencia de
sacarosa es la responsable de la menor estabilidad térmica observada en las proteinas de suero.
En condiciones anhidras, los azicares pueden experimentar deshidratacion, liberando agua
hacia el medio ambiente, lo que explicaria porque ITK y L exhiben estabilidades térmicas
comparativamente menores para las mezclas PSS, 4 s-sacarosa y SSL.

Tampoco se puede descartar la posibilidad que otras substancias producidas durante la
deshidratacion de los azicares (tales como los furfurales) contribuyan a la desestabilizacion
proteica. Para la mezcla PSS,.4s-sacarosa el alto contenido de sacarosa condujo a la
disminucion en 45°C aproximadamente en el valor de Tg, siendo esta otra posible explicacion
para las bajas temperaturas de desnaturalizacion registradas para las proteinas de suero en este

sistema.

4.6 Conclusiones parciales

El comportamiento térmico del aislado nativo de soja y las proteinas de suero de soja puede
ser modificado por factores, tales como el almacenamiento de la materia prima de partida
(harina), los productos intermedios para su obtencion (precipitados isoeléctricos) asi como los
productos finales (proteinas aisladas).

Los procesos de desnaturalizacion y agregacion de las proteinas aumentan la estabilidad
térmica de las proteinas aisladas. El almacenamiento o la desnaturalizacion térmica de las
proteinas de suero permiten que se formen especies (parcialmente desnaturalizadas y
agregadas) las cuales son mas reactivas con el aislado de soja, particularmente con la glicinina
de la fraccion 118, no pudiendo descartarse que esta mayor reactividad hallada sea potenciada
por la presencia de calcio.

El comportamiento térmico del factor antitriptico de Kunitz y la lectina resultan altamente
dependientes del contenido de agua y la presencia de azicares y por lo tanto es diferente
cuando el calentamiento se lleva a cabo sobre las proteinas aisladas o sobre el suero entero.

Sin embargo se hall6 una inversion en la estabilidad térmica entre estas dos fracciones tanto en

suero de soja liofilizado como en proteinas aisladas a un mismo contenido de humedad.
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El inhibidor de la tripsina resulta mas termoestable que la lectina en condiciones anhidras o de
baja humedad, ocurriendo lo contrario cuando el contenido de humedad es medio-alto. La alta
estabilidad del factor antitriptico en condiciones de baja humedad indica que los tratamientos
térmicos fuertes aplicados sobre la soja y sus subproductos son siempre necesarios, a menos
que se realice una hidratacion antes del calentamiento.

Los azucares ejercen una importante influencia en el comportamiento térmico de estas dos
fracciones especialmente en condiciones de baja humedad o en condiciones anhidras en donde
se ha observado una importante disminucion en la estabilidad de ambas proteinas. La escasa
variacion en las temperaturas de pico hallada para ambas fracciones tanto en suero liofilizado
como en proteinas aisladas se debe probablemente a una combinacién en la disminucion en la
Tg del sistema, ausencia de agua libre y liberacion de agua debido a reacciones de
descomposicion térmica.

El dramatico descenso en la estabilidad térmica del factor antitriptico de Kunitz en la medida
que se incrementa el contenido de agua sumando a la necesidad de convertir estos sueros en un
producto de interés para la industria alimentaria que reduzca la contaminacion del medio
ambiente conduce a plantear una estrategia que contemple la deshidratacion y posterior
inactivacion del factor antitriptico. Una estrategia seria obtener jarabes de suero con un 30%
p/p de agua los cuales son microbiologicamente estables, no cristalizables y pueden ser

inactivados a temperaturas relativamente bajas (< 100°C).
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5.1 Solubilidad en agua de proteinas en suero de soja y tofu

liquidos y secados

Solubilidad de proteinas en sueros liquidos: Las proteinas en los sueros originales de
partida estan totalmente solubles, sin embargo al secar estos sueros para obtener las
muestras deshidratadas se observa una reduccién de su solubilidad en agua destilada (S).
La magnitud de la reduccion en la S esta determinada por las caracteristicas del suero de

partida y por el secado utilizado para deshidratar los sueros.

Solubilidad de proteinas en sueros secados: La solubilidad de las proteinas en estos sueros
fue calculada como el cociente entre la cantidad de proteina soluble respecto a la cantidad

de proteina total. Los resultados de estas determinaciones se muestran en la Tabla 25.

Tabla 25: Solubilidad proteica en agua destilada en sueros deshidratados. Las abreviaturas de las muestras
fueron datos en la Tabla 7.

Muestra Solubilidad
SSL 84,5+05°
SSST 73,7+04°
STL 70.2+03°¢
STST 70,5+04°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

Las proteinas con la mayor S se encuentran en el SSL con una S significativamente menor
respecto a las proteinas en el suero liquido de partida (100% solubles). Esta reduccion en la
S se debe a las reacciones de agregacion inducidas durante el proceso de congelacion
previo a la liofilizacién. En orden decreciente de S hallamos a las proteinas presentes en el
SSST, la S de las proteinas en este suero es 26,3% menor respecto al SS y
significativamente menor que la hallada en el SSL (p<0,05; Tabla 25). Este resultado
muestra que atn un secado a baja temperatura (T < 50°C) produce una reduccion en la S
proteica en = 10% (referencia SSL). Esta reduccién adicional en la S se debe a que el
tratamiento térmico aplicado para el secado provoca un elevado grado de desnaturalizacion

de las proteinas del suero, lo cual se vio claramente con el grado de inactivacion del factor
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antitriptico en la muestra SSST (Tabla 12). La solubilidad se ve por lo tanto reducida por la
formacion de agregados poco solubles a partir de las proteinas de suero desnaturalizadas.
La diferencia de S de las proteinas entre los diferentes sueros de partida, puede analizarse
comparando la S hallada de las proteinas en SSL respecto de STL. La S de las proteinas
presentes en el STL es significativamente menor respecto de SSL (p<0,05: Tabla 25).
Hemos visto que las proteinas en el ST estan totalmente desnaturalizadas (seccion 4.2.3), la
menor S hallada indica ademas que estas proteinas desnaturalizadas se encuentran
formando parte de agregados insolubles. Ambos procesos, desnaturalizacién-agregacion,
se producen durante los numerosos tratamientos térmicos aplicados en la produccion del
tofu y son favorecidos por la presencia de calcio. La agregacién es exacerbada tanto por la
liofilizacién como durante el proceso de secado térmico del ST, resultando en pérdidas en
la solubilidad proteica del orden del 30% para ambos procesos, dando valores de S
comparables para las proteinas presentes en STST y en el STL. Este resultado sugiere que,
la metodologia de secado del ST no afecta a la S de sus proteinas, debido a que las
proteinas se encuentran en un avanzado estado de desnaturalizacidén-agregacion.

Estos resultados sirven para decidir que el aislamiento de las proteinas sea realizado a
partir de los sueros liquidos, de forma de obtener proteinas aisladas con la mayor
solubilidad posible evitando la agregacion adicional producida durante el secado de los

SUEros.

5.2 Solubilidad en agua de proteinas aisladas de sueros liquidos

Los valores de solubilidad de las proteinas aisladas a partir de SS y ST se presentan en la
Tabla 26. Entre las proteinas aisladas, la de mayor S y por lo tanto tomada como referencia
es PSS,.g con una S similar a la hallada en literatura. Mitidieri y Wagner (2002)
informaron una S para PSS,,s > 99% realizando la determinacién a una menor
concentracién (0,1% p/v) en donde la S de las proteinas es algo mayor.

La S de PSS,ns es significativamente mayor que la hallada en el SSL debido a que las
proteinas se aislan directamente del SS liquido evitando el proceso de secado que reduce la
solubilidad proteica.

El valor de S para la muestra PSS,,45 es significativamente menor que para PSS, s
(p<0,05; Tabla 26), reduccién debida a la mayor tendencia que tienen las proteinas

desnaturalizadas a formar agregados. En 4.2.2.1 se hall6 una desnaturalizacion
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significativamente mayor para PSS, 4 5 respecto a PSS, ¢ (P<0,05; Tabla 16). Los valores
de entalpia halladas fueron 8.7 y 6.4 J/g proteina para PSS, s V¥ PSS.n4 5 respectivamente
con un predominio en la desnaturalizacién de L (seccion 4.2.2.1). Los resultados en
conjunto indican que las proteinas con un mayor grado de desnaturalizacion debido a la

reduccion de pH del SS tienen una mayor tendencia a formar agregados insolubles.

Tabla 26: Solubilidad en agua destilada al 1,0% p/v de proteinas de suero de soja (PSS) y proteinas de suero
de tofu (PST). Los subindices indican la metodologia de aislamiento y el pH del suero de partida. ac:
Precipitacion con acetona. am: Precipitacion con sulfato de amonio.

Muestra Solubilidad
PSSams 97,0+0.2°
PSSamas 85.1+0.5°
PSS,cs 86.0+04"
PSSacas 85.0+0.5°
PSTacss 79,9 +0,3°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

Tanto a partir de SS 4cido como alcalino las proteinas aisladas con acetona presentan
valores de S comparables y significativamente menores respecto de PSS, g (p<0,05; Tabla
26). Este comportamiento puede atribuirse a la formacion de agregados proteicos lo cual es
caracteristico de esta metodologia de aislamiento por insolubilizacion con solvente.
Cuando se analiza el efecto del pH de SS sobre 1a S se encuentra por salting out que la S de
PSSam4 5 es significativamente menor comparada con PSS, g indicando que a pH 4cido se
induce una mayor formacion de agregados (p<0.05; Tabla 26).

Este resultado se comprende si se considera que, la solubilidad de una dada proteina
depende de las interacciones polares que puede establecer con el solvente que la rodea, las
interacciones idnicas con los solutos presentes y del balance entre las fuerzas atractivas y
repulsivas entre las moléculas de proteina (Scopes, 1982). De esta forma, un ajuste del pH
del suero hasta las proximidades del punto isoeléctrico permitira reducir las repulsiones
electroestaticas e incrementar las fuerzas atractivas entre las moléculas de proteina,
principalmente por interacciones hidrofébicas, aumentando la cantidad de agregados y
reduciendo consecuentemente la solubilidad de las proteinas obtenidas.

Este comportamiento de la solubilidad con el pH del SS no es observado en las proteinas

precipitadas con acetona, hallandose valores de S comparables para ambos pH. Esto puede
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atribuirse a que esta metodologia de precipitacion induce en si misma una mayor
formacion de agregados que enmascara el efecto debido al pH acido.

Finalmente en las PST,. 55, como es de esperar debido su elevado contenido de calcioy su
grado de desnaturalizacion practicamente total resulta ser la muestra con la menor

solubilidad proteica (p<0,05; Tablas 9, 21 y 26).

5.3 Solubilidad en agua de proteinas en suero de soja liofilizado

calentado

Las solubilidades de las proteinas en el SSL no calentado o calentado en condiciones
anhidras hasta distintas temperaturas finales se muestran en la Tabla 27. Las
determinaciones de la S de las proteinas en los sueros de soja liofilizado calentado se
realizo como se detallé en 2.7.5 precipitando a partir de dispersiones acuosas de los sueros
deshidratados la proteina con TCA antes y después del proceso de centrifugacion. Las
proteinas aisladas fueron lavadas y cuantificadas, determinandose la solubilidad como el
cociente entre la cantidad de proteina soluble respecto a la total.

Los datos de la Tabla 27 muestran que la S de las proteinas aumenta cuando el SSL es
calentado entre 90-120°C mientras que tratamientos térmicos mas enérgicos conducen a
una marcada reduccion en la S de las proteinas. La S de las proteinas en el SSLC (120) es
significativamente mayor respecto de las del SSLC (90) y ambas poseen S
significativamente mayores respecto las proteinas en el SSL.

Por el contrario las proteinas presentes en el SSLC (130) tienen una S significativamente
menor a todas las mencionadas, observandose una reduccion en la S con la temperatura
entre 130 y 180°C. La S de proteinas en el SSLC (180) es 2,1 veces menor respecto de las
proteinas del SSL.C (120).

El aumento en la S hallado para las proteinas provenientes de SSL calentado a
temperaturas relativamente bajas puede explicarse teniendo en cuenta que, en condiciones
anhidras las proteinas no son facilmente desnaturalizadas. En la seccion 4.1, al analizar el
termograma de SSL calentado en condiciones anhidras se vio que las proteinas no se
desnaturalizan sino hasta alcanzar la zona 2 (100 < T < 170°C) produciéndose la
desnaturalizacion de L e ITK en rango 120-130 y 140-150°C respectivamente. Pero ademas
se vio que simultaneamente a la desnaturalizacién se inicia un proceso de glicosilacion

(visto como una exoterma a partir de = 110°C, Figura 14).
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Tabla 27: Solubilidad en agua destilada al 1,0% p/v de proteinas en SSL y SSLC. Entre paréntesis se indica
la temperatura de calentamiento del SSL.

Mouestra Solubilidad
SSL 84,5+0.,5°
SSLC (90) 90,5+0,9 °
SSLC (120) 97.0+12°
SSLC (130) 78.8+ 1.0 d
SSLC (140) 64,0+0,7°¢
SSLC (150) 59.5+0,6 £
SSLC (180) 46,1+0,5¢

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

De esta forma en el SSLC (120) las proteinas estarian con un cierto grado de glicosilacion
y parcialmente desnaturalizadas, y en dicho estado las proteinas presentarian un mayor
grado de desplegamiento y afinidad por el agua. Ensayos por SDS-PAGE de SSL y SSLC
(90-120°C) mostraron un patron electroforético equivalente compuesto por al menos 5
bandas importantes sin presencia de agregados en la parte superior del gel, pero detectaron
la presencia de proteinas glicosiladas (subunidades de lectina y productos de Maillard)
mediante coloracion de PAS (Sobral y Wagner, 2007a).

La reduccion en la S de las proteinas en SSL sometido a tratamientos térmicos mas
drasticos (T > 130°C) se debe a que, si bien sigue el proceso de glicosilacion, en estas
condiciones prevalece la formacion de agregados proteicos insolubles. Las SDS-PAGE del
SSLC (> 140°C) muestran un patron electroforético simplificado compuesto por las bandas
de L e ITK de menor intensidad con la aparicion de agregados en la parte superior del gel

(Sobral y Wagner, 2007a).

5.4 Solubilidad en agua de proteinas aisladas desde suero de

soja liofilizado calentado

Los valores de S en agua destilada de proteinas precipitadas con acetona desde SSL y
SSLC se muestran en la Tabla 28. La S en agua destilada de PSSL es significativamente
menor (p<0,05) que la hallada para PSS,,, s (referencia; Tabla 26), con una reduccion de =
33% debido a una combinacion entre la pérdida de solubilidad debido al proceso de

deshidratacion del SS y por la precipitacion con acetona. Por otra parte, se observa también
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una reduccion significativa en la S de PSSL respecto a las proteinas en el SSL (Tabla 27),
lo cual se debe exclusivamente al efecto de agregacion del solvente.

Cuando se compara la solubilidad de las proteinas aisladas con acetona a partir de PSSL
con la correspondiente a las proteinas aisladas desde el SSL calentado en condiciones
anhidras hasta diferentes temperaturas finales (PSSLC 90-180°C), se observa un aumento
significativo en la S hasta 120°C seguido de una marcada reduccion de S en la medida que

aumenta la intensidad del tratamiento aplicado al SSL previo al aislamiento (Tabla 28).

Tabla 28: Solubilidad en agua destilada al 1,0% p/v de proteinas aisladas con acetona desde SSL (PSSL) y
SSLC (PSSLC). Entre paréntesis se indica la temperatura de calentamiento del SSL.

Muestra Solubilidad
PSSL 64,2+0,5°
PSSLC (90) 68.9+0,5 °
PSSLC (120) 73.8+0,5°¢
PSSLC (130) 60,2+0,5 d
PSSLC (140) 49.1+£0,5°
PSSLC (150) 45,5+0.,5 f
PSSLC (180) 35,3+ 0.5¢

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

La S de las PSSLC (90-120°C) es significativamente mayor respecto a PSSL (p<0,05:
Tabla 28), siendo la S de PSSLC (120) la mayor entre todas las proteinas aisladas a partir
de sueros liofilizados y calentados. Esta tendencia hallada para las proteinas aisladas con
acetona es similar a la hallada en la seccion anterior para las proteinas en SSL. o SSLC.

El grado de desnaturalizacion (GD) de estas proteinas fue analizado en 4.2.2.4 hallandose
para PSSLC (90) un GD del 7,7% debido a la desnaturalizacién del ITK (la lectina no se
desnaturaliza a 90°C), mientras que en PSSLC (120) los GD para ITK y L fueron 17,3 y
21,2% respectivamente, confirmando la desnaturalizacion parcial de las proteinas en el
SSLC (120).

Adicionalmente, el tratamiento térmico también aumenté el parametro HC-Prc4 utilizado
para estimar el grado de glicosilacion de las proteinas debido a las condiciones del
tratamiento térmico. El parametro HC-Prca de las PSSLC (90) es significativamente mayor
que el hallado para PSSL y aumenta con la intensidad del tratamiento térmico (seccion
3.2.2). Matemu y col. (2009) demostraron que las proteinas glicosiladas tienen una mayor

solubilidad respecto de las mismas proteinas no glicosiladas.

148



Solubilidad y propiedades fisicoquimicas

Los resultados en conjunto sugieren que el aumento en la solubilidad de PSSLC (90-
120°C) respecto de PSSL pueden atribuirse una desnaturalizacién parcial combinada con
un cierto grado de glicosilacion proteica que posibilitarian una mayor interaccion con el
agua, mientras que la reduccion en la solubilidad en las muestras PSSLC (>130°C) seria
atribuible a un predominio del proceso de agregacion de las proteinas con mayor grado de

desnaturalizacion.

5.5 Solubilidad en agua de proteinas aisladas: Efecto del

almacenamiento

Efecto del almacenamiento del suero isoeléctrico: En esta seccion se analizan los cambios
en la S debido al almacenamiento del suero isoeléctrico en diferentes condiciones durante
la preparacion de PSS,,, g, se incluye ademas para poder comparar la S de ASN.
La S hallada para el ASN es 98,0% (Tabla 29). Este valor es similar al informado por otros
autores para aislados preparados en el laboratorio, caracterizados por su alta S y bajo grado
de desnaturalizacion. Los valores de S informados para ASN fueron 98.3 y 99.8%
(Sorgentini y col., 1995 y Wagner y col., 1996), mas recientemente Palazolo y col. (2004)
obtuvieron una S > 99% medida al 0,1% p/v en buffer fosfato 10 mM (pH = 7,0).
Entre las proteinas de suero, PSS,,s presenté una S elevada comparable a la de ASN
(Tabla 29).

Tabla 29: Solubilidad en agua destilada al 1,0% p/v de proteinas aisladas. ASN: Aislado de soja nativo.

Abreviaturas de la Tabla 26. Los superindices indican la temperatura y tiempo de almacenamiento del suero
isoeléctrico. *: Semanas.

Muestra Solubilidad
ASN 98.0+2.0°
PSS.ns 97.0+0,2°
PSS, s 40 90,4 +1,4°
PSS, 5 100 89.1+1.8°
PSS, 5 #1100 88.8+1,6°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

Cabe mencionar que, el extracto acuoso original obtenido a partir la harina a pH 8,0

contiene las proteinas solubles (proteinas de suero y globulinas de reserva) y que estas
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ultimas son separadas bajando el pH a 4,5 y centrifugando en lo que se conoce como
precipitacion isoeléctrica. En estas condiciones las proteinas de suero permanecen solubles.
Durante este proceso el pH = Pi por lo que se reducen al minimo las repulsiones
electroestaticas y en estas condiciones se favorecen las interacciones proteina-proteina y la
S alcanza un valor minimo que permite la separacion de las globulinas de reserva.

Dado que el Pi para las globulinas es = 4,5 (Pearson, 1983). mientras que para ITK y L
(principales constituyentes de las PSS), dicho valor se ubica en 4,5 y 5.8 respectivamente
(Lotan y col., 1974; Pusztai y col., 1991), resulta interesante analizar porque las PSS no
precipitan junto con las globulinas de almacenamiento.

Sorgentini y Wagner (2002) analizaron la solubilidad de ASN y PSS, s hallando que a pH
> 7,0 y pH < 2,0 ambos tipos de proteinas tienen solubilidades elevadas, encontrando una
drastica reduccion en la S de ASN cuando el pH = 4.5 sin cambios apreciables en la S para
PSS.ms en el rango de pH comprendido entre 4,5 y 10,0. Estos autores atribuyeron la
mayor solubilidad de PSS,,, s a pH 4.5 al bajo PM y a su naturaleza hidrofilica. Por esta
razon, se requiere del agregado de agentes precipitantes adicionales tales como la acetona o
el (NH4),SOy4 para inducir la precipitacion de estas proteinas.

Ademas del pH hay otras variables, tales como modificaciones introducidas durante el
aislamiento que pueden modificar la S de las proteinas.

En la Tabla 29 se muestra el efecto sobre la S de proteinas aisladas por salting out
obtenidas luego de almacenar el precipitado isoeléctrico en estado congelado o a
temperatura de refrigeracion. Por ejemplo, los valores de S de las proteinas obtenidas por
salting out luego de almacenar el precipitado isoeléctrico a -20°C durante 4 semanas
(PSSamsg @s. '2°C)) o durante 1 semana a 10°C (PSS.u8 (s. IOC)) resultan significativamente
menores respecto de PSS, g (p<0,05: Tabla 29). La ausencia de diferencias significativas
en el AH,,, entre estas proteinas (seccioén 4.2.2.2) indica que durante el almacenamiento
del precipitado isoeléctrico en estado congelado o refrigerado durante un corto tiempo no
se produce desnaturalizacion pero si hay un aumento de las interacciones proteina-proteina
con la consecuente formacidn de agregados insolubles.

Por el contrario, en las PSS,y @ %9

el AH;ua es significativamente menor respecto de
PSS, % 2% pss, ¢ 15100 (p<0.05: Tabla 17), teniendo todas S comparables (Tabla
29).

Los resultados en conjunto permiten establecer que el almacenamiento de suero

isoeléctrico en estado congelado induce la formacion de agregados de proteinas con un
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grado de desnaturalizaciéon comparable al de la fraccion soluble, mientras que el
almacenamiento del precipitado en condiciones de refrigeraciéon produce desnaturalizacion

y agregacion.

Efecto del almacenamiento de la harina: Analizaremos ahora los cambios en la S en agua
destilada de las proteinas aisladas con acetona a partir de harinas almacenadas. Los
resultados de estas determinaciones se muestran en la Tabla 30 en donde se agregd la S
de las proteinas aisladas en las mismas condiciones desde una harina fresca con fines
comparativos.

El almacenamiento de la harina durante 2 afios no produce cambios significativos en la S
de las proteinas aisladas independientemente del pH del suero de partida (Tabla 30). Por
el contrario, cuando el almacenamiento de la harina es mas prolongado (8 afios) se
observa que la S de las proteinas depende del pH del suero. A partir de harina almacenada
durante 8 afios se obtiene proteina con una S comparable al de 1a proteina de harina fresca

cuando el SS fue ajustado a pH 8.0 (p<0.,05; Tabla 30).

Tabla 30: Solubilidad en agua destilada al 1,0% p/v de proteinas aisladas con acetona en frio. Los
superindices indican el tiempo de almacenamiento de la harina en afios previo al aislamiento.

Muestra Solubilidad
PSS.cs 86,0+0,5°
PSS,.s® 855+1,7°
PSS,.g @ 83,7+19°
PSS.c4s 85,0+0,6°
PSS,c4s ™ 86,3+13°
PSS,c4s ™ 803+1,0°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

Si se considera la escasa variacion en la S de las proteinas durante el almacenamiento de la
harina y el alto grado de desnaturalizacion registrado para las proteinas en la misma
(seccion 4.2.2.2) vemos que el almacenamiento de la harina induce en mayor grado la
desnaturalizacion que la pérdida de S.

Solamente en las proteinas aisladas desde harina almacenada durante 8 afios y realizando el
aislamiento a partir de SS con un pH de 4.5 se observa una reduccion significativa en la S

respecto a la S de PSS,.45 (p<0,05; Tabla 30). En estas proteinas la reduccion en la S
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puede atribuirse a la mayor tendencia que tienen las proteinas desnaturalizadas durante el
almacenamiento a formar agregados debido a precipitacion con acetona.

Es bien sabido que la precipitacion con solvente induce la agregacion proteica,
adicionalmente si la precipitacion se lleva a cabo en las proximidades del Pi donde las
repulsiones electroestaticas son minimas hay un incremento en las fuerzas atractivas que
reducen la solubilidad de las proteinas obtenidas.

Un comportamiento similar fue hallado por Wagner y col. (1996) al analizar la S de un
ASN obtenido a partir de una harina fresca y otro aislado de una harina almacenada
durante un afio. Estos autores hallaron una reduccion = 9% en la S del ASN de la harina
almacenada (referencia ASN de harina fresca) indicando que el almacenamiento de la
harina condujo a la obtencién de proteinas conteniendo agregados proteicos en un estado
incipiente de agregacién que tienden a volverse parcialmente insolubles durante el

proceso de aislamiento.

Efecto del almacenamiento de las proteinas aisladas: Finalmente analizaremos si hay
cambios en la S cuando son almacenadas las muestras proteicas. En la Tabla 31 se
muestran los valores de S hallados tras un almacenamiento prolongado en condiciones
controladas (frascos tapados, 9 afios a 4°C) de proteinas que representen las dos
condiciones de almacenamiento del suero isoeléctrico: almacenamiento congelado y a

temperaturas de refrigeracion.

Tabla 31: Solubilidad en agua destilada al 1,0% p/v de proteinas aisladas. La nomenclatura de las muestras
fue dada en la Tabla 29. ™ Almacenamiento de las proteinas durante 9 afios en frascos tapados a 4°C.

Mouestra Solubilidad

PSS, 70 90.4+1.4°
PSS, ¢ =00 82t

PSS, ms 100 89.1+1,8°
PSS, s 15100 ~76°¢

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p<0.05).

Previamente vimos que PSS,,g (3s. -200) v PSSims (s 100 tienen S comparables y
significativamente menores respecto PSS,,s (p<0.05: Tabla 29) indicando que el

almacenamiento del suero isoeléctrico en ambas condiciones redujo la S.
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El almacenamiento de estas proteinas obtenidas con modificaciones preparativas produce
una reduccién adicional significativa en su S. La mayor pérdida de S fue registrada para
PSSums & %9y puede ser explicado en base al mayor grado de desnaturalizacién
alcanzado (seccion 4.2.2.2).

Los estudios de solubilidad en agua destilada analizados en las secciones previas
permitieron establecer que, las proteinas aisladas a partir de los sueros liquidos son mas
solubles que las obtenidas a partir de los sueros deshidratados ya que se evita la pérdida de
solubilidad debido al proceso de secado. El rango de S para las proteinas aisladas a partir
de sueros liquidos y deshidratados se encuentra entre 85-97 y 70-84% respectivamente
(Tablas 25-26). Adicionalmente la S de PSSL y PSSLC (90-180°C) fueron aun menores
debido a que se sum¢é a la pérdida de S debido al secado la merma en la S debido al
aislamiento. La S de estas proteinas se ubica en el rango 35-74% (Tabla 28), presentando
las mismas una coloracion bastante intensa que dificulté algunas determinaciones tales
como la hidrofobicidad superficial debido a la presencia de productos de Maillard.

Por lo dicho, se eligieron a las proteinas aisladas a partir de los sueros liquidos enfocando
el estudio en los cambios estructurales producidos sobre las proteinas debido a los sueros
de partida (ST y SS) y para éste ultimo suero los efectos sobre las proteinas debido a
variaciones en el pH y metodologia de aislamiento.

Dado que los estudios que se veran luego requieren de condiciones de pH y fuerza ionica
controlada como la que puede proveer un buffer se analiza a continuacion la S en buffer

fosfato de sodio 10 mM (pH 7.,0).

5.6 Solubilidad proteica en buffer. Efecto del calentamiento

Solubilidad en buffer respecto a solubilidad en agua destilada: Las S halladas al 1,0% en
buffer fosfato de sodio 10 mM (pH 7.0) de las proteinas aisladas (Tabla 32) son
comparables a las encontradas en agua destilada a la misma concentracion. La S en agua
destilada de ASN fue dada en la Tabla 29, mientras que la de las proteinas de suero de soja
y tofu se encuentra en la Tabla 26.

Los resultados indican que la solubilidad en buffer fosfato, al igual que en agua destilada,
de las muestras PSS obtenidas por salting out tienen una S significativamente mayor
cuando son aisladas a partir de SS con pH 8.0 que con pH 4.5 (p<0,05; Tablas 26 y 32).

Del mismo modo, la S de las proteinas aisladas con acetona son significativamente
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menores respecto de la S de PSS,,s. La combinacion de ambos factores, SS acido y
precipitacion con acetona conduce a la obtencion de las proteinas con la menor solubilidad

tanto en buffer fosfato como en agua.

Tabla 32: Solubilidad en buffer fosfato 10 mM (pH 7,0) al 0,1 y 1,0% p/v de proteinas aisladas antes y
después de un tratamiento térmico desnaturalizante (100°C, 5 min.). El tratamiento térmico fue realizado en
el buffer de disolucion. La nomenclatura de las muestras fue dada en las Tablas 26 y 29.

Muestras Sin tratamiento térmico Con tratamiento térmico
0,1 (% p/v) 1,0 (% p/v) 0,1 (% p/v) 1,0 (% p/v)
ASN 98,5+13% 97.6+1.4% 963 +22% 918+ 1,5%
PSSams 96,5+12% 95.1+1.9% 91.4+1,7% 87.6+1.7%
PSS,ms.s 88.8+1,0° 85.5+1.2°% 882+12°% 7944125
PSS,cs 88.1+0,7° 87.4+2,0° 86,4+2.1°% 81,5+2.2°5
PSSacus 86.5+1.6° 85.4+13" 77.5+2.6% 722+1.6%
PST,cs.5 80.8+2.7°5 80,5+23°% 78.6+12°% 73.7+£13%

Letras superindices diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna;
nimeros subindices diferentes en una misma fila indican valores medios significativamente diferentes
(p<0.05).

Para ayudar a explicar estos resultados podemos analizar los mecanismos por el que las
proteinas son precipitadas por ambos métodos y relacionarlo con las S halladas. En la
seccion 5.5 se menciond que, la precipitacion isoeléctrica permite separar las globulinas de
reserva de las proteinas de suero que permanecen solubles debido a su mayor solubilidad,
menor PM y a su naturaleza hidrofilica requiriéndose del agregado de agentes precipitantes
adicionales tales como la acetona o el (NH4),SO4 para inducir su precipitacion.

Cuando una proteina se encuentra en agua adopta un plegamiento que oculta una gran
cantidad de sitios hidrofobicos en su interior. Sin embargo poseen grupos hidrofobicos
expuestos o0 “patches” que pueden ser cuantificados mediante el uso de sondas
hidrofobicas fluorescentes que se pegan a los mismos y tienen la capacidad de fluorescer
dando un parametro conocido como hidrofobicidad superficial (Hp). De esta forma
proteinas con una mayor Hp tendran una mayor tendencia a interaccionar, formar
agregados y ser menos solubles que aquellas proteinas con una menor Hy. Desde luego que
la S dependera no solo de la cantidad sino del tamafio de los patches que tenga la proteina.
La precipitacion de las proteinas por salting out se produce por el agregado de cantidades
importantes de sales neutras (como el (NH4),SO4) que reducen la cantidad de moléculas de
agua capaces de interaccionar con estos patches favoreciendo la interaccion entre ellos y,

consecuentemente, la precipitacion de las proteinas (Scopes, 1982). Por lo dicho, la
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precipitacion por salting out es fuertemente dependiente de la hidrofobicidad superficial,
pero también dependera del pH. Si bien altas concentraciones de (NH4)>SO4 lograran
precipitar las proteinas a pH 4.5 u 8,0 en esta ultima condicion las PSS estaran alejadas de
su Pi teniendo una carga neta y una estructura mas desplegada (referencia pH = Pi), lo cual
puede explicar porque la S de PSS, s es significativamente mayor que la de PSS, 45
(p<0.05; Tabla 32).

Por otro lado, la precipitacion con acetona (solvente miscible con el agua) es una
metodologia ampliamente utilizada a escala industrial, en donde el solvente organico es
agregado sobre una solucion que contienen las proteinas a precipitar. En la medida que se
agrega acetona a la solucién proteica se reduce la actividad acuosa disminuyendo el poder
solvente del agua. Esto puede ser explicado en términos del desplazamiento del agua libre
o en base a la reduccién en la constante dieléctrica del solvente. Siendo las principales
causas de precipitacion las fuerzas electroestaticas y las de Van der Walls (Scopes, 1982).
El empleo de solvente trae aparejado una mayor formacién de agregados

(comparativamente con (NH4)>SO4) lo que reduce las diferencias debidas al pH.

Efecto de la concentracion y el tratamiento térmico sobre la solubilidad: Las S al 0,1% p/v
son mayores que las determinadas al 1,0%. Esta mayor S a la menor concentracion puede
indicar que algunos de los agregados pueden ser disgregados empleando un mayor grado
de dilucion. Entre las proteinas aisladas por salting out el aumento en la S debido a la
dilucién resulta significativo para PSS,;, 45 (p<0.05; Tabla 32) lo cual se atribuye al mayor
contenido de agregados (referencia PSS, g).

Para las proteinas aisladas con acetona las S resultan comparables con ligeros aumentos en
la S debido a la reduccion en la concentracion entre 0.8-1,3% confirmando que las
proteinas aisladas con solvente son menos solubles y presentan menos diferencias en su S.
Finalmente PST,. 55 tiene una S significativamente menor respecto de las demas proteinas
de suero (p<0,05; Tabla 32) indicando que es la proteina menos soluble, acorde a su mayor
grado de desnaturalizacion y contenido de agregados. Adicionalmente en esta proteina se
registra el menor aumento de la S cuando la concentracion se reduce, al aumento en la S al
bajar la concentraciéon 10 veces es < 0,4% mostrando que los agregados presentes en los
que participa en calcio tienen la menor tendencia a pasar a la fase soluble o que hay

saturacion.
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Al someter a las dispersiones al 0,1 o al 1,0% p/v a un calentamiento a 100°C durante 5
min., se observa un grado de agregacion adicional reflejado en una disminucion de la S.
Esta reduccion en la S es de mayor magnitud a mayor concentracion (Tabla 32).

Aunque la S al 1,0% p/v es menor que al 0,1% p/v se mantiene el mismo orden con el que
se reduce la S que el hallado para las muestras no calentadas: PSS, g > PSS, g 2 PSS, 455
2 PSS,c45> PSTyes5.

Las diferencias halladas entre los valores de S al 1,0% p/v son muchos mas acentuados
dado que se combinan dos efectos: el de la concentracidon y la mayor agregacion térmica a
una concentracion mas alta. La reduccion en la solubilidad luego del tratamiento térmico
hallado para ambas concentraciones (0,1 y 1,0%) es resultado del efecto de la temperatura
en la tasa de desnaturalizacién y agregacion proteica (Hermansson, 1986).

A fin de analizar en la Tabla 32 cuales de los cambios en la S debido al tratamiento térmico
son significativos, se utilizaran los subindices. L.a dependencia del comportamiento con la
concentracién se debe al aumento de las interacciones proteina-proteina con la
concentracion. Por ejemplo, en el ASN la desnaturalizacion al 0,1% no produce cambios
apreciables en la S, mientras que cuando la desnaturalizacion se lleva a cabo al 1,0% se
observa una reduccion significativa en la S (p<0,05; Tabla 32).

En las PSS, la desnaturalizacion al 0,1% da como resultado proteinas con S comparables
para PSS, 45 v PSS,. g, mientras que cuando la desnaturalizacion se lleva a cabo al 1,0%
las reducciones en la S resultan significativas para todas las PSS (p<0,05; Tabla 32).
Notese que PSS, 45 al ser desnaturalizada al 0,1% reduce significativamente su S y cuando
la desnaturalizacion se lleva a cabo al 1,0% experimenta la mayor disminucién en la S
(superior al 15%) entre todas las proteinas analizadas. Estos resultados muestran que la
combinacién de pH 4acido y el empleo de solvente como agente precipitante no solo
inducen la formacion de las proteinas menos solubles, sino que ademas contiene proteinas
(y/o agregados solubles) con una mayor tendencia a la formacion agregados insolubles por
accion del calor.

Finalmente PST,.ss son las proteinas menos solubles debido a su grado de
desnaturalizacion y debido a la presencia de calcio resultan muy afectadas por el
tratamiento térmico dando S significativamente menor luego de la desnaturalizacion tanto
a 0,1 como al 1,0% (p<0,05; Tabla 32).

En 3.2 se analizo6 la composicion de estas proteinas hallandose que el contenido de HC (%
p/p) oscilaba entre 0,7-2,8% para ASN y las proteinas aisladas por salting out y del 26-

30% para las proteinas precipitadas de SS o ST con acetona.
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Mediante FTIR de PSS y PST (datos no mostrados) se halldé que los carbohidratos
(fundamentalmente polisacdridos) se encuentran mayoritariamente en la fraccién soluble y
no participan en la composicion de los agregados proteicos insolubles. Los espectros FTIR
de las muestras calentadas y de sus fracciones (soluble e insoluble) fueron practicamente
similares a los no calentados. Este resultado sugiere que la agregacién proteica adicional
mencionada es debida exclusivamente a proteinas, no participando los polisacaridos en el

proceso de agregacion.

5.7 Propiedades fisicoquimicas de proteinas totales y sus

fracciones solubles, con y sin calentamiento previo

5.7.1 Fluorescencia intrinseca

En las proteinas los residuos de ftirosina y triptofano son los responsables de la
fluorescencia intrinseca. La fluorescencia del ftriptofano generalmente es siempre la
dominante y en aquellas proteinas que tienen ambos residuos aromaticos es el triptofano el
amino acido que resulta mas sensible a los cambios micro estructurales (Eftink, 2000). Por
lo dicho nos enfocaremos en los cambios en la fluorescencia de los residuos de triptofano.
La intensidad de fluorescencia esta determinada por la polaridad y las caracteristicas micro
ambientales de los residuos de triptofano, lo que permite estudiar cambios en las
interacciones y en la conformacion de las proteinas, entre proteina-proteina asi como la de
los ligandos (Pallares y col., 2004).

La fluorescencia intrinseca (FI) fue determinada como se detallé en 2.12, realizando las
determinaciones sobre: i) proteina total (soluble e insoluble), ii) proteina total calentada,
iii) proteina soluble y iv) proteina soluble calentada.

Los espectros de FI de las dispersiones conteniendo la proteina total dan resultados
diferentes a los hallados con la proteina soluble, tanto para las muestras no calentadas
como en las calentadas. A modo de ejemplo de este comportamiento en la Figura 26 se
muestran los espectros de fluorescencia intrinseca obtenidos con ASN y PSS, .g. A partir
de estos espectros pueden determinarse dos pardmetros importantes: la intensidad de
fluorescencia (If) y la ubicacion del maximo (Aey max) €0 nm. Se encuentran diferencias en
ambos parametros para las fracciones totales y solubles dependiendo del tratamiento

térmico.
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Figura 26: Espectros de emisién de fluorescencia intrinseca obtenidos con dispersiones proteicas acuosas al
0,1% p/v. A: longitud de onda. Los espectros total y soluble fueron obtenidos antes y después de centrifugar
la dispersion proteica (9300 x g, 20 min., 20°C). Total y soluble calentada corresponden a dispersiones
calentadas (100°C, 5 min.) antes y después de centrifugar respectivamente.

Cuando los cromoforos se exponen en mayor grado al solvente se observa un corrimiento
en la Ao, max hacia el rojo, mientras que el rendimiento cudntico de fluorescencia ()
disminuye cuando los cromoéforos interactian con agentes de quenching presentes tanto en

el solvente como en la proteina en si misma (Shen y Tang, 2012).

Cabe mencionar que el proceso de quenching se conoce desde hace décadas y consiste en
una disminucién en la intensidad registrada debido a procesos de ionizacién o por
interacciones con residuos amino, carboxilos o de triptofano (Freifelder, 1976). La
intensidad de fluorescencia maxima (If,,.) estd directamente asociada con el ¢OF y a los
valores de Aem max.

Los valores de Ify.x V sus respectivas Aey max de las proteinas estudiadas se muestran en la
Tabla 33. Para el caso de la fraccion total y soluble de ASN, los valores de If,.x resultan
comparables en el rango 2.5-2.7 y se ubican entre 339-340 nm sin cambios significativos
en la Aep max (Tabla 33).

De acuerdo con Eftink (2000) los valores de Aep max S€ corresponden con residuos de
triptofano parcialmente expuestos sobre la superficie de la proteina. Para la fraccion total y
soluble del ASN con tratamiento térmico no se producen cambios en la Aey max que
continia estando a 340 nm, aunque se registra un aumento en la If,,,; alcanzando valores
comprendidos entre 2.8-3.0. Estos resultados sugieren un cambio en el entorno quimico
con un aumento del grado de exposicion de los residuos de triptofano debido al

desplegamiento de la proteina y posterior agregacion. Esto se atribuye a residuos de
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triptofano que se encuentran inmersos en un ambiente de baja polaridad dentro de los
agregados solubles.

Por el contrario, un estudio comparativo entre las fracciones totales y solubles de las PSS y
PST,.s55 antes y después de realizar el tratamiento térmico revela importantes resultados.
Primero, las PSS no calentadas obtenidas mediante precipitacion a pH 8,0 con acetona o
sulfato de amonio tienen bajos valores de Aey max (336-338 nm) y simultaneamente altos
valores de Ifmax (2,2-3,9) respecto a aquellas proteinas aisladas desde pH 4,5 con valores de
Aem max €ntre 340 y 342 nm, en los que el corrimiento hacia el rojo indica una mayor
exposicion al solvente y valores de Ifmaxen el rango 1,7 a 2.6 (Tabla 33).

Estos resultados se corresponden con el mayor grado de desnaturalizacion hallado para las
proteinas aisladas desde SS acido respecto a las obtenidas desde un SS alcalino (seccion
4.2.2.1) con diferencias significativas para el aislamiento por salting out indicando ademas

un mayor grado de exposicion de los residuos de triptofano al solvente.

Tabla 33: Valores de intensidad de fluorescencia maxima de dispersiones conteniendo 1,0 mg proteina/ml
con o sin tratamiento térmico (100°C, 5 min.). Total y soluble corresponden a dispersiones antes y después de
centrifugar (9300 x g, 20 min., 20°C) respectivamente. El valor entre paréntesis corresponde a la longitud de
onda de emisién del pico (Aey).

Sin tratamiento térmico Con tratamiento térmico
Muestras

Total Soluble Total Soluble
ASN 2,7370 (339) 2,4796 (340) 2,9715 (340) 2,8465 (340)
PSS.ms 2,2232 (338) 2,4332 (337) 2,8955 (340) 2,9041 (340)
PSS.m4,s 1.6810 (342) 1,6609 (342) 2,5432 (344) 2,5516 (343)
PSS,.s 3,2080 (336) 3.9032 (338) 4,2389 (342) 6,0165 (340)
PSS,cus 2,6249 (340) 2,6143 (340) 4,2068 (342) 4,5021 (342)
PST,cs5 1,2932 (348) 1,3401 (352) 1,2564 (350) 1,1605 (351)

Valores promedio con una desviaciéon maxima del 3%.

Segundo, comparando las PSS precipitadas con (NH4),SO4 respecto a las obtenidas con
acetona a pH 4,5 u 8,0 se encuentran valores mas altos de If ., vy un ligero corrimiento
hacia el azul de 1a Aey max para PSS,cus v PSS,.s. Estos resultados estan directamente
relacionados con el mayor grado de desnaturalizacion de las proteinas aisladas desde un SS
acido con la posterior formacién de agregados solubles e insolubles.

Tercero, luego del tratamiento térmico se aprecia un aumento significativo de la If, de las
fracciones solubles respecto a las fracciones totales para PSS, ¢ y en menor magnitud para

PSS.c45 (p<0,05; Tabla 33). Dado que no hay un corrimiento evidente de 1a Aep max hacia
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el rojo se postula que los agregados insolubles ocluyen proteina soluble. En estas
condiciones los residuos de triptofano ocultos tienen bajo ¢ debido a reacciones de
atenuacion (quencheo). La centrifugacion permite la migracion de agregados de proteina y
la liberacién de proteina soluble produciendo los incrementos en la If, .. Esta liberacion
modifica dramaticamente el medio ambiente en el que se halla la proteina, dando un
notable incremento de la If,.x (Ifh.c> 6; Tabla 33).

Finalmente, para las fracciones totales y solubles de PST,c55, Aem max €Sta proximo a 350
nm lo que corresponde a residuos de triptofano totalmente expuestos (Eftink, 2000). La
ausencia de cambios significativos en los valores de Ay max tras el calentamiento muestra
que los residuos de triptofano estan totalmente expuestos al solvente, mientras que la baja
Ifnax puede ser atribuida a reacciones de quenching promovidas por iones calcio (u otras
sales) de acuerdo al alto contenido mineral en la muestra PST,.ss. Estos resultados son
coincidentes con los obtenidos por FTIR (datos no mostrados) en donde a partir de los
espectros fue posible identificar restos de triptofano en un entorno mas polar debido a la

presencia de sales de calcio.

5.7.2 Hidrofobicidad superficial

La hidrofobicidad superficial (Hp) fue determinada como se detall6 en 2.12 empleando la
sonda fluorescente 8-naftalen sulfonato de sodio (ANS). La intensidad de fluorescencia
relativa se determind sobre muestras equivalentes a las empleadas para medir la
fluorescencia intrinseca.

Las medidas de Hy revelan diferencias estructurales entre las muestras. Las PSS que no han
sido calentadas exhiben valores de Hj significativamente menores que los hallados para el
ASN no calentado (p<0,05; Tabla 34). Esta diferencia esta de acuerdo con trabajos previos
(Sorgentini y Wagner, 1999; Mitidieri y Wagner, 2002).

La Hp de la fraccion soluble del ASN sin tratamiento térmico es menor que la Hy de la
fraccion total (Tabla 34). Como fue ya demostrado por Sorgentini y col. (1995) en aislados
de soja comercial y de laboratorio, la fraccion insoluble estd formada por proteinas mas
desnaturalizadas y de mayor hidrofobicidad superficial que las que se mantienen solubles.
Adicionalmente, es bien sabido que los valores de Hy de las fracciones totales e insolubles
son, en algunos casos, substancialmente diferentes teniendo la fraccion insoluble un

notable impacto sobre la hidrofobicidad superficial.

160



Solubilidad y propiedades fisicoquimicas

Para la medicion de la hidrofobicidad superficial, es requisito que las dispersiones
proteicas sean limpidas. Las altas diluciones utilizadas (hasta 1:1000) permiten que los

agregados insolubles sean convertidos de manera parcial o total en agregados solubles.

Tabla 34: Hidrofobicidad superficial (Ho) determinada por el método de Kato y Nakai (Kato y Nakai, 1980;
Haskard y Li-Chan, 1998), empleando la sonda ANS.

Con tratamiento térmico
Sin tratamiento térmico
Muestras (100°C; 5 min.)
Total Soluble Total Soluble
ASN 386,82 + 0,53 7 263,82+ 0,31% 665,51 +0,82% 509,82+ 0,627
PSS.ms 33,43 £ 0,07, 51.64 £ 0,06, 161,11 +0,23% 300,35+ 0,93
PSS.mas 69,06 + 0,08 33,40+0,925 260,77 + 0,295 15547+0,25%
PSS.cs 16,82+ 0,029 13,50 £ 0,015 218,53 +0,34% 261,01 +0,37°%
PSS,c4s 53,85+ 0,40, 31,64+ 0,895, 304,65+ 1,215 218,34+ 0,645,
PST,.s5 69,03+ 0,095 96,42+ 0,115, 82,82+ 0,105 61.82+0,76%,

Letras superindices diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna;
nimeros subindices diferentes en una misma fila indican valores medios significativamente diferentes
(p<0.05).

El conocimiento de los valores de Hy de la fraccion total y la soluble permite la estimacion

de 1a Hy de 1a fraccion insoluble (Ho,1) aplicando las ecuaciones 18 y 19:

Ho.1 = %S. Hy.s + %;1. Ho.1 (18)

Ho.1 = (100. Ho,T - %S. Ho,s) / (100 - %S)  (19)

Siendo Hy,t y Hy.s los valores de hidrofobicidad superficial medidos en la dispersion total
y en la fraccion soluble (Tabla 34), en tanto que Hy.,; es la hidrofobicidad superficial
estimada en la fraccién insoluble y %S la solubilidad a 0,1% p/v (Tabla 32).

La estimacion de Hg,; para ASN arrojo un valor = 32 veces mayor que el de la fraccion
soluble. Sorgentini y col. (1995) también informaron para un ASN de laboratorio no
calentado que Ho de la fraccién insoluble era mayor respecto de la fraccion soluble. La
menor hidrofobicidad de esta tultima fue explicada en base al menor grado de
desnaturalizacion de las proteinas solubles en donde las zonas hidrofobicas de 7S y 118
estan orientadas hacia el interior de la molécula lo cual esta de acuerdo con la tipica

estructura globular del aislado nativo.
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Para las PSS, Hy.; depende del pH del SS. En las PSS precipitadas a pH 8,0 Hy,1 se ubica
entre 41,4 y 84,2 mientras que para las precipitadas a pH 4.5 la estimacién de Hy,; se
encuentra entre 196.2 y 351,8.

La mayor hidrofobicidad hallada para las proteinas aisladas a partir de SS &acido se
corresponde con el mayor grado de desnaturalizacidn de estas ultimas (seccion 4.2.2.1).
Como fue mencionado, en las PST,.55 las fracciones proteicas (ITK y L) presentan una
desnaturalizacion avanzada y los residuos de triptofano estdn totalmente expuestos al
solvente. La oclusion de los dominios hidrofobicos debidos al calcio que media las
reacciones de agregacion puede explicar los bajos valores de Hy.1 (= 90).

Como era de esperar y en concordancia con trabajos previos (Sorgentini y col., 1995;
Wagner y col., 1996; Wagner y col., 2000 y Mitidieri y Wagner, 2002) la desnaturalizacion
térmica de las muestras proteicas provoca un aumento muy marcado del valor de Hy
persistiendo la diferencia entre los aislados y las proteinas de suero.

Las globulinas de reserva y sus fracciones mayoritarias, glicinina y B-conglicinina, son
proteinas oligoméricas de alta masa molecular con una estructura cuaternaria estabilizada
mediante interacciones hidrofobicas. Cuando estas proteinas son desnaturalizadas
térmicamente en soluciones acuosas exponen sus sifios hidrofdbicos los cuales son mas
numerosos que los hallados en las PSS. Las PSS son proteinas biolégicamente activas con
una composicién amino acidica mas hidrofilica (Sorgentini y Wagner, 1999).

En el ASN la hidrofobicidad de la muestra calentada es =1,7 veces mayor que la del ASN
no calentado (Tabla 34), en tanto que empleando la Ec. 19 se obtiene que Hy; de ASN
desnaturalizado es 9,2 veces mayor respecto a la fraccién soluble.

Sorgentini y col. (1995) analizaron la desnaturalizacién térmica de un ASN de laboratorio
en dispersiones acuosas de diferente concentraciéon (5-15% p/p) hallando para la menor
concentracion ensayada el mayor incremento de Hy (= 1,5 veces) similar al nuestro. Estos
autores explicaron el mayor aumento de la hidrofobicidad superficial a baja concentracion
con base a la menor tendencia que tienen las proteinas desnaturalizadas a baja
concentracion a formar agregados, lo que permite exponer una mayor cantidad de sitios
hidrofébicos al medio acuoso.

De forma equivalente a nuestros resultados, estos autores hallaron en las proteinas
desnaturalizadas una mayor hidrofobicidad para la fraccion insoluble respecto a la soluble

y atribuyeron este comportamiento en base a la fuerte tendencia a la agregacién proteica
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como resultado de las interacciones hidrofobicas, alta temperatura y el elevado grado de
desnaturalizacion alcanzado.

Sin embargo, en los agregados formados en estas condiciones de baja concentracion los
sitios expuestos debidos a la desnaturalizacién que estaran involucrados en la formacion de
agregados seran pocos respecto del total (bajo nimero de puntos de interaccidén entre
cadenas polipeptidicas) teniendo consecuentemente una mayor hidrofobicidad.

Como se menciond en 5.7.1 los valores de Ifmax son menores para PSS,,45 Y PSSacas
respecto a aquellas precipitadas desde un SS con un pH de 8.0.

En este caso se observa un comportamiento opuesto con las medidas de Hy. Un analisis
comparativo entre la fraccion total y soluble de PSS, 45y PSS,.45 calentado revela que
los valores de Hj son muy superiores para estas ultimas muestras.

Este resultado sugiere que durante el paso de precipitacién a pH 4.5 cercano al Pi de las
proteinas de suero (Pallansch y Liener, 1953; Wang, 1971) se induce la formacion de
agregados proteicos de estructura cerrada y que estos agregados liberan proteinas
hidrofobicas ocluidas durante la extrema dilucién en que se realiza la medida.

En contraste para PSS, s y PSS, g calentadas los valores de Hy son siempre mayores en la
fraccion soluble. En estas proteinas los agregados son formados mediante interacciones no
hidrofobicas. Consecuentemente, se forman agregados proteicos abiertos altamente
hidratados.

De manera equivalente a como se hall6 a partir de las determinaciones de If los agregados
proteicos obtenidos por precipitacion a pH 8.0 ocluyen proteinas hidrofébicas, las cuales
son facilmente liberadas durante la etapa de centrifugacion y contribuyen a aumentar la Ho
de la fraccion soluble.

Finalmente, se observo que la Hy de PST,. 55 disminuye tras el calentamiento. Sus
proteinas principales (ITK y L) ya estdn totalmente desnaturalizadas, por lo que el
calentamiento no logra una mayor exposicion de sitios hidrofébicos, sino por el contrario,

se induce una mayor oclusion de los mismos por una agregacion adicional.

5.8 Comportamiento superficial

El comportamiento superficial de las proteinas aisladas fue analizado por medidas de
tensiometria realizadas como se detall6 en 2.13 obteniendo graficos de tension superficial

(y) en mN/m en funcion del tiempo de formacion de gota.
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La capacidad tensioactiva de una proteina puede verse reflejada tanto en la velocidad de
adsorcion en la interfase aire-agua (Va) como en la tension superficial de equilibrio (ye).
En la Figura 4, seccion 2.13.1 se mostré en un mismo grafico el comportamiento
superficial del buffer con y sin el agregado de la proteina de estudio. La 7y para el buffer
fosfato de sodio 10mM pH 7,0 comenzdé con un valor 73.8 + 0,2 mN/m el cual se mantuvo
practicamente constante. Cuando se analiz6 el buffer con la proteina la y comenzé desde un
valor significativamente menor y fue disminuyendo en la medida que la proteina migro a la
interfase disminuyendo la y hasta alcanzar una ye minima.

Graham y Phillips (1979) y Damodaran y Song (1988), hallaron un comportamiento
similar analizando el comportamiento de proteinas en la interfase aire-agua utilizando un
tensiometro de gota: los cambios en la ¥ en funcion del tiempo fueron asociados a la
adsorcion de la proteina en la interfase. Innocente y col. (2011) atribuyeron la disminucién
de la y con el tiempo en un tensiometro de gota al mayor tiempo que tienen las moléculas
para posicionarse uniformemente en la interfase y desarrollar su actividad surfactante.
Romero y col. (2011) analizaron el comportamiento de proteinas de suero tales como la -
lactoglobulina a pH 6.5 empleando un tensiometro de gota Lauda TVT2, hallando que la
variacion en la presion superficial resultdé mayor en la fraccion de menor PM.

Cabe mencionar que en las proteinas, la actividad superficial estd dada por un balance
entre grupos hidrofilicos e hidrofdbicos y la capacidad de la proteina de incorporarse a la
interfase. Para que esto ocurra, resulta necesario que la proteina migre desde el seno de la
solucion hacia la interfase, posteriormente se adsorba, despliegue y pueda anclarse en la
misma disminuyendo la energia libre del sistema. Este proceso contintia hasta que la
sustancia incorporada a la interfase genera repulsiones electroestiticas y restricciones
estéricas suficientes como para prevenir la incorporacion de mas moléculas.

En la Figura 27 se muestra la dependencia del comportamiento superficial al utilizar la
dispersion total o soluble (sin tratamiento térmico) y de las mismas fracciones luego de ser
sometidas a un tratamiento térmico.

Para ASN las 4 dispersiones proteicas analizadas (total o soluble con o sin tratamiento
térmico) comenzaron con valores de tension superficial iniciales (yi) similares ubicados en
el rango 70-73 mN/m, siendo la proteina que disminuye en menor grado la i respecto al
buffer alcanzando 7. aproximadamente equidistantes que disminuyen siguiendo el orden:
proteina total > proteina soluble > proteina total desnaturalizada > proteina soluble

desnaturalizada con valores de 60, 59, 58 y 57 mN/m respectivamente. Estos resultados
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indican que los agregados eliminados durante la centrifugacion tienen una menor
capacidad de reducir la tension (referencia dispersién total) y que la desnaturalizacion

mejora las propiedades superficiales reduciendo la ..
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Figura 27: Comportamiento superficial determinado por tensiometria de gota para diferencias proteinas
aisladas. Se grafica la tensién superficial () en funcion del tiempo de dispersiones conteniendo 1,0 mg
proteina/ml buffer fosfato 10 mM pH 7,0. El tratamiento de las muestras es el detallado en la Tabla 33

Con PSS, 5 se halla un comportamiento diferencial debido al tratamiento térmico. Para la
proteina total o soluble no calentada los valores de yi fueron similares (72,5-73,0 mN/m) y
comparables a los hallados con ASN, alcanzando un 7. entre 61-62 mN/m, dando una
menor reduccion en la y. respecto a ASN. Por el contrario, en la PSS, g calentada los
graficos comienzan con un yi = 69,5 mN/m (menor que con ASN) alcanzando un valor de
Y. entre 57-58 mN/m para proteina total y soluble desnaturalizada equivalente al ASN.
Estos resultados indican que el tratamiento térmico mejora las propiedades superficiales de

la proteina ya que disminuye significativamente la yi y la 7.

165



Solubilidad y propiedades fisicoquimicas

Con PSS, ¢ se obtienen valores de yi similares para las 4 fracciones (como con ASN) pero
con valores de Yi en el rango 67-69 mN/m, los cuales son menores que los hallados para
ASN y PSS, s indicando el mejor comportamiento superficial de PSS,,, s. En el equilibrio
se observa un comportamiento similar para la proteina total y la proteina soluble con o sin
tratamiento térmico las cuales alcanzan 7. entre 58-60 mN/m. En contraste, el
comportamiento de PSS,,, g total desnaturalizada presenta una drastica reduccion de la y =
8 mN/m durante el primero minuto de medida que da cuenta de la alta velocidad de
adsorcion en la interfase aire-agua para esta muestra.

Finalmente, la muestra PST,.ss produce la mayor reduccidn inicial en la 7y (referencia
buffer fosfato) con valores de i entre 65-67 mN/m y Y. entre 55-57 mN/m.

A partir de medidas del buffer solo o con la presencia de las 6 proteinas analizadas se
determind: Va: velocidad de adsorcion en la interfase aire-agua y 7ye: la tension superficial
de equilibrio como se detalld en 2.13.1 y 2.13.2 respectivamente. Los resultados de estas
determinaciones se encuentran en la Figura 28a.

Para el caso del ASN la Va resulta equivalente para la fraccidn total y para las fracciones
calentadas (total o soluble), hallandose una Va significativamente mayor para la fraccion
soluble total, posiblemente por el efecto negativo de los agregados presentes en la fraccion
total con Va menores (referencia fraccion soluble).

Entre las proteinas de suero, PSS,,, g es la inica que presenta valores de Va comparables a
los de ASN. PSS, g exhibe valores comparables entre la fraccién no calentada (total o
soluble) y la fraccion calentada soluble. En contraste la fraccion calentada total de PSS, s
presenta la mayor Va entre todas las proteinas analizadas (p<0,05: Figura 28a). Este
comportamiento indica que los agregados presentes en PSS, g tienen actividad superficial
o se disocian por aproximacion a la interface liberando proteinas que pueden ser
adsorbidas en la interfase agua/aire. Un comportamiento similar se observa con la
dispersion total de PSS,y 45.

De esta forma, los agregados en el ASN no calentado tienen Va menores respecto a la
fraccion soluble ya que al ser eliminados, este parametro aumenta significativamente
(p<0.,05: Figura 28a). Por el contrario, la Va de los agregados en PSS, 0 PSS,;y,45 no
calentados tienen Va mayores que las correspondientes fracciones solubles, dado que se

registra una reduccion en la Va en la fraccidn soluble respecto a la fraccion total.
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La Vd de los agregados aumenta significativamente con el tratamiento térmico para ambas
proteinas aisladas por salting out, razén por la cual la Vd de la fraccidn soluble calentada
es significativamente menor respecto de la calentada total.

PSS.c45 ¥ PST,c55 tienen el mismo comportamiento difusional, ya sea en dispersiones
totales o solubles y no mejoran con el calentamiento. Estos resultados indican que las
proteinas precipitadas por salting out se adsorben mas rapidamente que las precipitadas por

acetona.
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Figura 28: Comportamiento superficial de fracciones totales y solubles con o sin tratamiento térmico. Las
fracciones fueron obtenidas a partir de dispersiones conteniendo un 1,0 mg proteina/ml buffer fosfato 10 mM
pH 7,0. Va: Velocidad de adsorcién en la interfase aire-agua. ye: Tensién superficial de equilibrio
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La tension superficial de equilibrio registra un comportamiento diferente (Figura 28b).
Para ASN la tendencia observada es que las fracciones solubles den valores 7e
significativamente menores que las totales y las calentadas den menores valores de Yye que
las no calentadas. Una tendencia similar se observa para las PSS con respecto al
calentamiento, en todos los casos la capacidad tensioactiva mejora en las proteinas
desnaturalizadas, posiblemente por el aumento de su hidrofobicidad superficial (Kato y
Nakai, 1980).

Excepto la muestra PSS, g, después del calentamiento tanto las dispersiones totales como
la fraccion soluble dieron valores de e en el rango 55-57 mN/m, que iguala a los
correspondiente a la fracciéon soluble calentada de ASN y concuerda con el de otras
proteinas de buenas propiedades superficiales. En el caso particular de PSS,,s. la
dispersion total calentada da un valor de ye significativamente menor que el de la fraccion
soluble calentada, lo cual concuerda con su comportamiento difusional y con que las
proteinas agregadas tienen actividad superficial (Figura 28a).

Los valores V. para las fracciones solubles de la mayor parte de las PSS calentadas son
semejantes, lo cual apoya mas la idea de que las diferencias en el comportamiento
superficial de las proteinas totales se debe al aporte de la fraccion insoluble, que es positivo
en la muestra PSS,,, g, pero negativo en la PSS, g.

Las PSS precipitadas en medio 4cido tienen agregados insolubles que no interfieren en el
comportamiento superficial de las proteinas solubles. Los altos valores de hidrofobicidad
superficial de las proteinas insolubles en estas muestras (seccidon 5.7.2) inducirian mas a
que interactuen entre si que con la interfase.

La muestra PST,. 55 tiene un comportamiento particular debido a que las fracciones totales
o solubles, calentadas o no, alcanzan valores de tension de equilibrio comparables, lo que
junto con los resultados de velocidad difusional la convierten en una muestra con una
interesante performance atn con su avanzado grado de desnaturalizacidn y agregacion
mediado por calcio.

Entre las PSS la muestra PSS, g fue la menos tensioactiva con bajos valores de Va y los
valores mas altos de 7., lo cual puede tener relacion con cambios conformacionales en la
estructura de sus proteinas que se manifiestan por los altos valores de intensidad de
fluorescencia intrinseca tanto antes como después del calentamiento (Figura 26, seccion

5.7.1).
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El comportamiento superficial de las dispersiones solubles de las muestras PST,.55 ¥
PSS,c45 calentadas resulta comparable al de otras muestras lo que permite inducir que la
presencia de polisacaridos solubles no ejerce ningun efecto negativo en proceso de
adsorcion superficial.

Las cinéticas de adsorcion superficial de las fracciones solubles de ASN y PSS para
tiempos inferiores al equilibrio (< 250 s) realizadas por FTIR (danos no mostrados)
permitieron establecer que, las proteinas térmicamente desnaturalizadas son efectivamente
mas adsorbidas que las no desnaturalizadas, lo cual significa una mayor velocidad de
adsorcion. Adicionalmente, las diferencias entre las intensidades de las muestras con y sin
calentamiento es mucho menor que las halladas entre los valores Y., lo cual sugiere que
ademas de haber una mayor adsorcion superficial de las proteinas calentadas, estas tiene
una mayor efectividad como agentes tensioactivos debido a su estructura con un mejor
balance hidrofilico-hidrofobico. Los ensayos tensiométricos para las muestras ASN,
PSSams ¥ PST,s5 indican que tienen propiedades superficiales equivalentes (Figura 28).
Analizando los resultados en conjunto, se puede ver que las muestras ensayadas si bien
tienen buenas propiedades tensioactivas hay diferencias entre ellas, las cuales no son
facilmente justificables en base a la composicion y a las propiedades estructurales-
conformacionales estudiadas. La hidrofobicidad superficial y la fluorescencia intrinseca,
nos indican que hay diferencias estructurales marcadas entre las muestras, pero que no
necesariamente son las que definen las diferencias en el comportamiento superficial.
Queda claro que tanto para las proteinas de reserva, las de suero de soja o las provenientes
del suero de tofu, las que exhiben las mejores propiedades superficiales son las que estan
desnaturalizadas, aun cuando no tengan los valores mas altos de hidrofobicidad superficial.
La muestra PST,.55 con proteinas mas hidrofilcas tiene un comportamiento superficial
comparable a muestras que poseen proteinas mas hidrofobicas como las PSS,.45y ASN,
pero todas éstas no superan al comportamiento que exhibe la dispersion total de PSS, .

que justamente tiene una hidrofobicidad intermedia.

5.9 Conclusiones parciales

En los sueros liquidos de partida la totalidad de las proteinas se encuentran solubles,
mientras que en los sueros deshidratados la cantidad de proteina soluble depende tanto del

suero como del proceso de secado. La solubilidad de las proteinas en los sueros liofilizados
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se reduce debido a la formacion de agregados durante la congelacion, reduccién que es
mucho mayor cuando se realiza un secado térmico debido al proceso de desnaturalizacion-
agregacion de las proteinas durante el calentamiento.

La solubilidad de las proteinas aisladas a partir de los sueros liquidos depende del suero de
partida, del ajuste del pH y del método de aislamiento, siendo las proteinas mas solubles
las obtenidas por salting out a partir de suero a pH: 8.0 y las menos solubles las aisladas a
partir del suero de tofu con acetona a pH: 5,5. Modificaciones preparativas durante la
obtencién tales como almacenar el precipitado isoeléctrico (refrigerado o congelado),
almacenar la harina o las proteinas aisladas reducen la S debido a la formacion de
agregados.

Las proteinas obtenidas a partir de suero de soja a pH acido presentan un corrimiento hacia
el rojo debido a la mayor exposicién de triptofano al solvente por el mayor grado de
desnaturalizacion de estas proteinas. Las proteinas precipitadas con acetona presentan un
corrimiento hacia el azul y valores mayores de intensidad de fluorescencia consistente con
su mayor grado de desnaturalizacién y agregacion.

Las medidas de hidrofobicidad confirman que las proteinas de suero obtenidas desde un
suero de soja con un pH acido estan mas desnaturalizadas que las aisladas cuando el pH es
alcalino asi como el mayor grado de desnaturalizacion de las proteinas insolubles. Las
proteinas de suero aisladas desde suero de soja con el pH alcalino contienen agregados
abiertos hidratados estabilizado por interacciones no hidrofébicas que liberan proteinas
hidrofobicas durante la centrifugacion. Por el contrario las proteinas aisladas a partir de
suero de soja con el pH acido (cerca de su pI) contienen agregados cerrados que liberan
proteinas hidrofdbicas en condiciones de extrema dilucion.

En el ASN los agregados tienen una velocidad de adsorcidon a la interfase (Va) menor
respecto de la fraccién soluble sin grandes cambios debidos al tratamiento térmico. Por el
contrario en las PSS los agregados tienen Va comparables a la fraccidon soluble y la Va
aumenta con el tratamiento térmico.

Entre las PSS la muestra PSS,. g fue la menos tensioactiva con bajos valores de Va y el
valor mas alto para la tension superficial de equilibrio (y.). Por el contrario PSS,
calentada fue la de mejor comportamiento superficial registrando el valor mas alto de Va y

el mas bajo de V.. En esta ultima proteina, los agregados mostraron actividad superficial.
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Emulsiones con sueros y proteinas aisladas

En este capitulo se estudiaran la formacion y estabilidad de emulsiones preparadas con las
muestras analizadas previamente siguiendo el orden utilizado en los médulos anteriores.

Se analizaran las emulsiones preparadas con: 1) sueros deshidratados, 2) proteinas aisladas
a partir de los sueros liquidos (por ser mas nativas y solubles), 3) suero de soja liofilizado
calentado hasta 150°C (SSLC 150) en donde los factores antitripticos estan inactivados, 4)
proteinas aisladas de este suero (PSSLC 150) y finalmente, 5) proteinas tratadas
térmicamente en dispersiones acuosas.

Las emulsiones o/w fueron preparadas como se detallé en 2.14.1 empleando cantidades
equivalentes de proteina en la fase acuosa. Para ello se pesaron cantidades adecuadas de
cada una de las muestras (sueros o proteinas aisladas) necesarias para alcanzar 1, 5 o 10
mg de proteina/g en buffer fosfato 10 mM pH 7.0, agregandose aceite refinado de girasol
como fase dispersa (¢, = 0,33) y realizando la homogeneizacién con un equipo de baja
energia (Ultraturrax T-25). Para los célculos se emplearon los datos de contenido de

proteina en los sueros y en las proteinas aisladas, respectivamente (Tablas 7 y 9).

6.1 Emulsiones preparadas con sueros deshidratados

Desestabilizacion en condiciones estacionarias: La estabilidad de las emulsiones recién
preparadas fue cuantificada empleando un analizador 6ptico vertical (Quick Scan, seccidén
2.14.2.4). Este equipo analiza la desestabilizacién de una emulsién en condiciones
estacionarias realizando barridos a lo largo de la celda en donde se encuentra la emulsion.
En la Figura 29a se muestran como ejemplo, los perfiles de Backscattering (BS%) y
Transmitancia (T%) en funcion de la distancia o altura de la celda de una emulsion o/w
preparada con STST a una concentracion de 5 mg de proteina/ml en la fase acuosa. En ella
pueden diferenciase dos zonas: zona inferior (por debajo de 40 mm) en donde se observa
un corrimiento de los perfiles y se analiza la desestabilizacién por cremado-floculacién y
una zona superior (por encima de los 40 mm) en donde se acumulan las gotas de fase
dispersa que migran debido a la diferencia de densidad y se forma la crema.

En la zona inferior se observa que, para la emulsion recién preparada (t=0), el BS% inicial
ronda el 60%, mientras que luego de 5 min. de almacenamiento dicho valor baja a = 55%.
Este corrimiento y descenso en los perfiles de BS% con el tiempo de almacenamiento se
debe al empobrecimiento de gotas de aceite que migran hacia la zona superior (cremado).

Notese que mientras que el BS% disminuye en la zona inferior por empobrecimiento de
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gotas de aceite, en la zona superior el BS% aumenta por acumulacion de las mismas,

formando lo que se denomina “fase crema”.

10 - 1440 min.

i S e\ | 1 L 1 L ]
0
10 20 30 40 50 60 70

Distancia (mm)

Figura 29: Perfiles de Quick Scan de una emulsion o/w preparada con de 5 mg proteina/ml de STST. a) BS
(%): Backscattering inicial porcentual. b) T (%): Transmitancia porcentual. Distancia: Altura de la celda. Se
muestra el perfiles inicial (t=0) y los correspondientes a 5, 10, 15, 20, 30, 45 y 60 y 1440 minutos.

En ocasiones en la base de la fase crema, es posible observar un pico atribuible a la
acumulacion de gotas pequefias de aceite que migran con una menor velocidad. En la parte
final (zona superior de la crema), para esta muestra en particular, es posible observar un

pico mas notable para el perfil de 5 minutos (curva roja) que corresponde a espuma
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formada durante el proceso de homogeneizaciéon. En esta zona superior de la emulsion se
produce la acumulacion de las gotas de aceite de mayor tamafio, debido a que migran con
una mayor velocidad. En algunas emulsiones, en la zona superior de la misma puede
observarse una disminuciéon del BS% que indica una reduccion en el numero de gotas
correspondiente con un proceso de coalescencia en el cual las gotas pierden su integridad y
forman gotas de mayor tamafio (McClements, 1999).

Cabe mencionar que la coalescencia, puede determinarse en condiciones estacionarias
como recién se explicé analizando los perfiles de BS%, que es equivalente a medidas de
turbidez (Britten y Giroux, 1991) o empleando la Ec. 12, que utiliza los valores D43y
Dy 3ini correspondientes a la emulsion almacenada e inicial respectivamente, obtenidos a
partir de las distribuciones de tamafio de particula (DTP).

En la Figura 29b se muestran los perfiles de T% con valores tan bajos durante la primera
hora de almacenamiento que apenas son apreciables. Solo para el perfil de 1440 min.
(correspondiente a 24 h) se observa una T% < 3% en el rango 8-38 mm de la celda. Los
perfiles T% permiten evaluar una clarificacion total de la fase inferior por un proceso de
cremado muy avanzado.

A partir de los perfiles en la zona baja del tubo se determind el Backscattering inicial
promedio porcentual [BSopom(%0)]. 1a constante cinética de separacion gravitacional (K, Ec.
13) y el porcentaje en volumen de la fase crema luego de 24 h (FC%, Ec. 14) para
emulsiones preparadas con SSL, SSST, STL y STST. En la Tabla 35 pueden distinguirse
tendencias bien definidas de acuerdo al tipo y a la cantidad de agente emulsificante. Se
observa un aumento de los parametros BSgpom(%) y FC% en la medida que se incrementa
la cantidad de suero deshidratado utilizado como agente emulsificante.

El BSpprom(%) es proporcional a la cantidad de gotas e inversamente proporcional al
tamafio de las mismas, razon por la cual altos valores son asociados frecuentemente con
una mayor area creada y con la presencia de gotas més chicas (Palazolo y col., 2004). Este
parametro sera utilizado con cuidado y solo como una aproximacion para estimar el
tamafio de gotas debido a que, no permite diferenciar entre gotas y floculos de tamaio
equivalente formados por gotas mas chicas o la presencia de distribuciones multimodales.
Por lo dicho, el tamaiflo de las gotas que forman una emulsion asi como la estabilidad de la
misma serd obtenido a partir de las DTP.

El valor de BSpprom(%) en las emulsiones SSL y SSST aumenta significativamente con el
aumento de la concentracion. Si se comparan las emulsiones con concentraciones proteicas

equivalentes, los valores de BSgpom(%) para estas emulsiones son significativamente

174



Emulsiones con sueros y proteinas aisladas

menores a las preparadas con STL o STST. que tienen entre si valores de BSgprom(%0)
comparables (p<0,05; Tabla 35). Esto indica que el suero de tofu industrial liofilizado o
secado por calor, atin cuando sus proteinas son menos solubles que en SSL (seccién 5.1),
permite la formacién de emulsiones mas finas y como veremos luego, también mas
estables independientemente de la concentracion.

Los valores de K, independientemente de la muestra empleada, disminuyen a medida que
aumenta la cantidad de agente emulsificante utilizado. La disminucién de esta constante
cinética (Ec. 13) indica un menor grado de desestabilizacion por cremado (Palazolo y col.,

2004). lo cual se corresponde con el aumento de BSg,,,(%) observado.

Tabla 35: Parametros obtenidos a partir de perfiles de Quick Scan en la zona baja de emulsiones o/w
preparadas con 1, 5 o 10 mg proteina/ml de los diferentes sueros deshidratados. BSpyom (%): Backscattering
inicial promedio porcentual. K: Constante cinética de separacion gravitacional. FC%: Fase crema porcentual

formada luego de 24 h.

Muestra Proteina (mg/ml) BSoprom (%0) K (min'l) FC%
1 37,69+ 1,70 ° 13,29+ 0,69° 29,62 +3,35°
. 5 4822 +0,63° 12,42+ 0,99° 45,68 +1,99°
10 52,96 +0,63 € 1,57+033° 45,98 +0,42°
1 31,30+ 4,08 ¢ 30,62+ 0,14°¢ 16,23 +1,84°¢
5 44,.41+0,30° 2575+4,16¢ 4421+1,93°
SSST
10 48,99 +4,15°¢ 21,76 +3.9¢ 46,89 + 0,43 °
1 55,06 +2.48 °¢ 2,15+ 0,45 >8 59,83+ 6,78 ¢
5 59514+0,77° 1,57+0,13° 55,14 +2.41°¢
STL
10 62,36+0,75¢2 0,29 +0,02°¢ 54,63 +0,50¢
1 51,00 42,26 °¢ 734+154°F 39,05+4,43°
STST 5 5924+0,74 ¢ 2.40+0,19°8 48,84 +2,13°
10 60,35+0,78 ¢ 1,09+0,08% 49,88 +0,39°

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna
(p<0.05).

Los valores de K permiten inferir que, para concentraciones equivalentes, las emulsiones
SSL y SSST son significativamente menos estables que las preparadas con STL o STST
(p<0,05:; Tabla 35). Los menores valores de K de las emulsiones preparadas con el suero

de tofu respecto al suero de soja indican que con el suero industrial se obtienen emulsiones
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con una mayor estabilidad frente al cremado. En particular las emulsiones obtenidas con
STL a la menor concentracion se caracterizan por su alta estabilidad frente al cremado la
cual es comparable a la obtenida con 5 veces la cantidad de STST (p<0,05; Tabla 35).

La mayor estabilidad de las emulsiones preparadas con el suero de tofu industrial podria
explicarse en parte por el alto grado de desnaturalizacion de sus proteinas constitutivas y
considerando la presencia de carbohidratos en estas muestras. El parametro HC-P, que da
cuenta de la cantidad de carbohidratos unidos a proteinas, dio para STL y STST valores
comparables y tres veces mayores respecto al SSL (p<0.05; Tabla 8). Ademas, las
proteinas en el STL y en mayor grado en el STST tienen un grado de desnaturalizacion
mucho mayor respecto de las proteinas presentes en el SSL, muestra a la cual no se le
aplicé tratamiento térmico alguno. El AH de las proteinas aisladas a partir de ST fue < 0,1
J/g (Tabla 21) mientras que las proteinas del SSL estan nativas (Figura 15). El mayor grado
de desnaturalizacion y la presencia de una mayor cantidad de carbohidratos en las
proteinas presentes en STL y STST explican la mayor estabilidad de las emulsiones
preparadas con estos sueros. Hay numerosos estudios que demuestran que la glicosilacion
de una proteina con un carbohidrato modifica las propiedades fisicoquimicas de la proteina
mejorando la capacidad de formar emulsiones (Fujiwara y col., 1998; Song y col., 2002;
Laura y col., 2005; Jing y Nakamura, 2005 y Akhtar y Dickinson, 2007).

Los valores de BSogrom(%) en las emulsiones STST o STL. con 1 mg proteina/ml en la fase
acuosa, se ubican en el rango 51-55% y disminuyen hasta 31-38% para SSL y SSST
(p<0.05: Tabla 35). Si bien a 10 mg/ml los valores BSg,m(%) no son significativamente
diferentes para SSL y SSST, en el rango 1-5 mg/ml, este parametro en SSL es
significativamente mayor que en SSST. Este resultado puede atribuirse a que en esta tiltima
muestra hay una significativa pérdida de solubilidad debido al secado por calor (seccion
5.1).

La menor estabilidad esperable en las emulsiones SSST fue confirmada con los valores
mas altos de K. Los valores de K para SSST son entre 2,1 a 2.3 veces mayores que los de
SSL en el rango 1-5 mg/ml respectivamente (Tabla 35). Esta tendencia se acentua con la
concentracién siendo la K de la emulsion preparada con 10 mg de SSST = 14 veces mayor
respecto de la emulsion preparada con SSL, aun cuando los valores de BSoprom(%) resultan
comparables.

Notese que aunque BSp,m(%) ¥ K indican las mismas tendencias generales. K resulta mas
sensible y 1til para analizar diferencias entre el suero liofilizado y el secado por calor a

baja temperatura. Por ejemplo en el rango 5-10 mg/ml para STST, los BSoprom(%) resultan
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comparables hallandose diferencias significativas entre los valores de K (p<0,05: Tabla
35). Esto indica que los valores de BS; no proveen informacion suficientemente para poder
explicar la estabilidad.

A partir de los valores de FC% (Tabla 35) se obtienen los siguientes resultados: i) para un
mismo suero, aumentar la cantidad utilizada en la preparacion de la emulsion se traduce en
la formacion de una fase crema de mayor tamafio. Dado que todas las emulsiones tienen la
misma cantidad de aceite (¢,, = 0,33) esto indica que las cremas formadas tienen un grado
de hidratacién mayor, ii) para concentraciones equivalentes, las emulsiones preparadas con
SSL o SSST forman cremas menos hidratadas respecto a STL o STST, iii) el secado
térmico del suero reduce la cantidad de fase crema y el grado de hidratacion de las cremas
obtenidas para ambos tipos de sueros.

En todo el rango de concentraciones las cremas formadas en las emulsiones STST son
significativamente menos hidratadas (referencia STL). El alto grado de hidratacion de la
crema formada en la emulsién con la menor cantidad de STL indica la formacion de
fléculos hidratados que forman una red abierta capaz de retener gotas de agua. Mientras
que a 1 mg/ml el grado de hidratacion de la crema de SSST es significativamente menor
respecto al de SSL resulta comparable a las otras concentraciones (p<<0,05; Tabla 35).

El mayor grado de hidratacion de las cremas formadas a partir de las emulsiones
preparadas con STL o STST puede explicarse en base a la formacion de fléculos estables,
los cuales pueden formar una estructura tipo red capaz de retener agua asi como a la
formacion de multicapas proteicas que hidratan el film interfacial que rodea las gotas de

fase dispersa.

Indice de actividad emulsificante: El 4rea creada para las emulsiones recién preparadas
con los sueros deshidratados (con concentracién proteica 5 mg/ml) fue estimada
empleando el indice de actividad emulsificante (IAE). Dicho indice fue definido mediante
la Ec. 7; los valores particulares de los IAE se encuentran en la Tabla 36.

Con o sin SDS el area creada disminuye siguiendo el orden: STST > STL > SSL > SSST.
Donde > y > son usados para indicar que las diferencias entre los valores alcanzan o no
para que sean significativas respectivamente. Este orden indica que la emulsion obtenida
con SSST es la de menor area interfacial creada, que explica la baja estabilidad al cremado

observada (Tabla 35).
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Para el caso de la emulsion preparada con STL, en ausencia de SDS, los valores de IAE
son significativamente menores respecto a los medidos con SDS (p<0,05; Tabla 36). Este
resultado indica la presencia de fléculos mediados por interacciones proteina-proteina
formados por el mecanismo de puenteo (Thanasukarn y col, 2004a). La alta estabilidad al
cremado esta basicamente justificada por el bajo tamafio de gotas (alto IAE con SDS), pero
la presencia de floculos podria aportar una estabilidad adicional. Los floculos si son
hidratados pueden tener una densidad préxima a la de la fase dispersante y ademas, formar
una fase crema con un alto grado de hidratacién (Tabla 35). La existencia de este tipo de

fléculos impide la compactacion de las gotas durante el cremado.

Tabla 36: Indice de actividad emulsificante (IAE) determinado con y sin SDS sobre emulsiones o/w (¢
0,33) preparadas con 5 mg proteina/ml de los diferentes sueros deshidratados.

IAE (m’/g)
Muestra SDS
Si No
SSL 20,31 +3,25% 1836 +1.84 7
SSST 6,91+1,23% 6,25+ 1,44°
STL 27,72 £4,16 >, 19.09 £2.71 %
STST 36,12 +4.83 252547274

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna;
numeros subindices diferentes en una misma fila indican valores medios significativamente diferentes
(p<0.05).

Por el contrario el IAE de la emulsion preparada con SSST con o sin SDS es practicamente
similar lo que indicaria la ausencia de floculos estables en las condiciones del ensayo (alta
dilucion en solucion sin SDS con agitacion suave). La ausencia de floculos se correlaciona

perfectamente con la tan baja hidratacién de la fase crema (Tabla 35).

Distribucion de tamaiio de particula: Las distribuciones de tamafo de particula (DTP) de
las emulsiones preparadas con los sueros a una concentracion proteica en la fase acuosa de
5 mg/ml (concentraciéon media entre las usadas para los ensayos de estabilidad), fueron
determinadas como se detall6 en la seccién 2.14.2.2 y se muestran en la Figura 30. Notese
que, en presencia de SDS, las distribuciones de particulas se corren hacia tamafios de gotas
menores respecto a los hallados en ausencia de SDS. Este comportamiento se debe a la

ruptura de fléculos debidas al detergente.
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Las distribuciones de particulas en presencia de SDS (Figura 30b) adoptan formas
similares para las emulsiones preparadas con STL, STST y SSL con méximos ubicado en
el rango 30-35 pm para las dos primeras y a 45 pum para la tltima, indicando un

comportamiento similar para las emulsiones preparadas con STL y STST y un tamafio de

gota mayor para la emulsiéon preparada con SSL.
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Figura 30: Distribucion de tamafio de particula (DTP) de emulsiones o/w preparadas con 5 mg proteina/ml
de los diferentes sueros deshidratados. a) Sin SDS. b) Con en SDS.

En las mismas condiciones, la DTP para el SSST es mucho méas ancha indicando una
mayor variacion en el tamafio de las gotas (mayor polidispersidad) y su maximo esta
notablemente desplazado hacia tamafios de gota mayores; las gotas para esta emulsion son
2-3 veces mas grandes que las obtenidas con los otros sueros.

Las DTP sin SDS (Figura 30a) en ocasiones son bimodales, comportamiento que puede
atribuirse tanto a las condiciones de preparacién como a la presencia de fléculos estables
en las condiciones de medida. La DTP que con o sin SDS presenta las menores diferencias
corresponde a la emulsion preparada con STL que continia siendo monomodal y su
maximo se desplaza en = 3 um y es en consecuencia, la emulsion menos floculada. Le
sigue la emulsion preparada con STST en la cual, en ausencia de SDS, presenta una

segunda poblacion con un maximo = 200 pm debido a la presencia de floculos estables en

las condiciones de medida que desplaza el maximo de la distribucion en = 20 pm.
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Finalmente las DTP para SSL y en mayor medida SSST son las emulsiones mas floculadas
con DTP mas anchas por lo que la ubicacion de los maximos se desplaza en 33 y 81 pum,
respectivamente.

Se debe notar que. la emulsion mas floculada determinada a partir de los Dy 3 de las DTP
con o sin SDS corresponde a la emulsiéon preparada con SSST (Tabla 37), y que este
resultado es opuesto a lo esperado en base a los valores significativamente menores de IAE
con y sin SDS (Tabla 36) y al bajo grado de hidratacion de la crema formada (Tabla 35) en
las emulsiones preparadas con esta muestra. Las diferencias pueden atribuirse a la forma en
que se procesa la emulsion para realizar las diferentes medidas y a la informacién que
proveen los diferentes parametros obtenidos.

Por un lado, el TAE consiste en medidas de turbidez que no son muy sensibles a la
presencia de fléculos y para detectar la presencia de estos se emplea una muy alta dilucion
y agitacion suave pero suficiente para que muchos fléculos se desarmen o coalescan. Por
otro lado, la obtencién de la DTP se realiza a una concentracion de 5 mg/ml, en la cual la
estabilidad de los fléculos es mayor. La dilucién en el equipo de dispersion se realiza con
una alta dilucion en agua y con agitacion vigorosa (2000 rpm), condiciones en las que solo
permanecen los floculos estables. Pero lo que mas diferencia a este método con el de TAE,
es que para el cdlculo del grado de floculacién se utiliza el parametro D43 que es
proporcional al volumen ocupado por las gotas, razén por la cual las gotas de mayor
tamafio o los floculos que resisten las condiciones de medida tienen mas peso respecto a
las gotas de menor tamatfio.

Los valores de D43 con y sin SDS y el grado de floculacion inicial (GF;%) calculado a
partir ellos con la Ec. 11 se muestran en la Tabla 37, datos que permiten cuantificar las
tendencias mostradas en la Figura 30.

El STL es el mejor agente emulsificante ya que permite la formacién de emulsiones que,
en ausencia de SDS, tiene un valor de D43 significativamente menor respecto de los demas
sueros (p<0,05: Tabla 37). El menor valor de D43 hallado en las emulsiones preparadas con
STL indica que las emulsiones estan formadas por gotas de menor tamafio y son por lo
tanto mas estables. Le siguen con un tamaflo de gota mayor y consecuentemente una
menor estabilidad las emulsiones preparadas con STST.

El menor tamafio de gota ya habia sido estimado previamente a partir de los mayores
valores de BSgprom(%) que presentan las emulsiones preparadas con STL y STST. las
cuales ademas exhiben los valores mas altos de IAE confirmando la presencia de una

mayor cantidad de gotas de menor tamafio debido a la estabilizacion de una mayor area

180



Emulsiones con sueros y proteinas aisladas

interfacial. La mayor estabilidad de estas emulsiones queda confirmada por los menores
valores de K, significativamente menor respecto a concentraciones equivalente de los

demas sueros.

Tabla 37: D, 5: Didmetros promedio de Brouker obtenidos a partir de las DTP de la Figura 30 preparadas con
5 mg proteina/ml de los diferentes sueros deshidratados. GFi: Grado de floculacién inicial.

Dy (pum)
Muestra SDS GFi (%)
Si No
SSL 455442107 70,58 +2,59% 55,0+£25°
SSST 92,30+1,71 % 172,62 29,52 % 87.0+3,6°
STL 31,99+ 0,98 3541+1,129 10,7+0,6°
STST 34,07 +£0,58"¢ 52,97 +2.23% 555+26°

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna;
numeros subindices diferentes en una misma fila indican valores medios significativamente diferentes
(p<0.05).

Respecto a STL, la emulsién obtenida con STST tiene un valor de D43 con SDS (gotas
individuales) comparable pero significativamente mayor en su ausencia (con floculos), lo
que indica la existencia de una mayor cantidad de fléculos. El GFi para la emulsion STST
es 5 veces mayor respecto a STL (p<0.05; Tabla 37). Los resultados muestran que. el
tratamiento térmico adicional aplicado al ST para su secado mejora las interacciones
proteina-proteina aumentando la cantidad de fléculos formados.

Aunque el tratamiento térmico tiene un efecto positivo respecto a la formacion de floculos
su efecto es negativo para la estabilidad. Si bien hay un aumento del GFi, los floculos
obtenidos ven reducida su estabilidad, lo que se evidencia por la reduccién significativa en
el grado de hidratacion de la fase crema en todo el rango de concentraciones (p<0,05:
Tablas 35y 37).

Lo dicho en el parrafo anterior se apoya en estudios adicionales sobre emulsiones
obtenidas con el suero industrial. Se realiz6 la determinacion de la DTP tras un
almacenamiento estacionario a temperatura ambiente (8 h) determinandose el grado de
floculacion (GF%) y el grado de coalescencia (GC%) empleando las Ec. 10 y 12,
respectivamente. Luego de dicho almacenamiento las emulsiones preparadas con STL
presentaron valores de D43 con o sin SDS algo mayores ubicados entre 37,1-37,3 pm,
dando un GF y un GC de 0,3 y 16,1% respectivamente, indicando que los floculos

presentes en la emulsion inicial se desestabilizan por coalescencia. Un comportamiento
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similar fue observado luego de almacenar las emulsiones preparadas con STST a
temperatura ambiente también durante 8 h, en este caso el GFi se redujo de 55,5% (Tabla
37) hasta 12,2% dando un GC de 37,9% confirmando una mayor tendencia a la
coalescencia debido al tratamiento térmico de esta muestra.

De manera equivalente a lo visto con el suero industrial, el secado térmico del SS es el
responsable del aumento significativo hallado en el SSST tanto en el D43 como en el GFi
(p<0,05; Tabla 37), obteniéndose la emulsién que tiene las gotas mas grandes, la mas
floculada y por lo tanto la menos estable.

La presencia de gotas de mayor tamafio para SSL y SSST corroboran los hallazgos de la
seccion anterior donde la presencia de gotas grandes fue anticipada con los menores
valores de BSpprom(%0) € IAE mientras que la menor estabilidad quedo establecida por los
valores significativamente méas altos de K y el menor grado de hidratacion de las cremas
(p<0,05:; Tabla 35). En el rango 1-10 mg/ml las K de las emulsiones preparadas con SSST
resultaron significativamente mayores respecto a cantidades equivalentes de SSL,
indicando que con SSST se obtienen emulsiones menos estables al cremado. Este resultado
junto al elevado GFi (Tabla 37) de las emulsiones con SSST indica que los fléculos son
incapaces de retrasar la floculacién y dan cuenta de la baja estabilidad de la emulsion.
Luego de un almacenamiento a temperatura ambiente de 8 h, las emulsiones preparadas
con 5 mg proteina/ml de SSL registraron un aumento del D43 en ausencia de SDS de 70,6
(Tabla 37) a 106,5 pm. Mientras que las emulsiones preparadas con SSST tuvieron una
estabilidad tan baja que, luego del almacenamiento estacionario se desestabilizaron por
coalescencia a tal punto que no fue posible tomar una muestra representativa para
determinar la DTP.

La baja estabilidad de las emulsiones preparadas con SSST también se encuentra cuando
las medidas se realizan en condiciones de agitacion ya que las emulsiones se desestabilizan
por coalescencia en gotas de mayor tamafio dando los valores mas altos de D43 (p<0,05;
Tabla 37).

La mayor reduccion en la capacidad emulsionante del SSST respecto al SSL. comparado
con el STST en relacion al STL puede atribuirse a diferentes factores. Por un lado la
significativa reduccién en la solubilidad de las proteinas. La solubilidad de las proteinas en
el SSST es significativamente menor respecto al SSL, mientras que entre STST y STL las

solubilidades son comparables (p<0,05; Tabla 25).
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Aceite separado: El aceite separado (AS%) fue determinado como se detall6 en 2.14.2.5
para emulsiones con los tres niveles de concentracion proteica. Los resultados se presentan
en la Tabla 38. Para todos los sueros excepto SSST el aumento de la concentracion se
traduce en la formacién de emulsiones mas estables que liberan una menor cantidad de
aceite. Las emulsiones preparadas con la menor concentracion de cualquiera de los sueros
liberan cantidades de aceite en el rango de 6-7%. Un aumento de 10 veces en la cantidad
de SSL, STL o STST utilizado aumenta la estabilidad de la emulsién y reduce la cantidad

de AS% hasta valores comprendidos entre 0,7-1,8%.

Tabla 38: Aceite separado porcentual (AS%) de emulsiones o/w preparadas con 1, 5 o 10 mg proteina/ml de
los diferentes sueros deshidratados.

AS (%)
Muestra Concentracion (mg proteina/ml de fase acuosa)
1 5 10
SSL 7.02+0,16 % 32940,74% 1.81+022%
SSST 6,27+0,97 *% 7.23+1.45°% 13,61 £2.10°,
STL 6,53+0,07"% 1,71 £0,03 5 123 40,145
STST 6,13+0,71"% 1.34+0,04 %, 0,71 +£0,01%

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna;
numeros subindices diferentes en una misma fila indican valores medios significativamente diferentes
(p<0.05).

Por el contrario, el AS% aumenta con la concentracion de SSST, duplicandose al pasar de
1 a 10 mg/ml. Este comportamiento puede atribuirse a la alta tendencia que tiene esta
muestra en formar emulsiones que se desestabilizan por coalescencia en condiciones de
agitacion y a que, como es sabido, la coalescencia frecuentemente es el paso previo que

conduce a la separacién de aceite libre (McClements, 1999).

La menor capacidad de retener aceite en las emulsiones preparadas con SSL o SSST es
esperable debido que se trata de emulsiones inicialmente floculadas formadas por gotas
grandes las cuales se desestabilizan y forman cremas con un bajo porcentaje de hidratacion

que facilita la desestabilizacion por coalescencia y la liberacién de aceite.

6.2 Emulsiones preparadas con proteinas aisladas

A continuacion se analizaran las emulsiones preparadas con proteinas aisladas a partir de

sueros liquidos, tomando como referencia las emulsiones obtenidas con ASN. Se van a
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comparar también con emulsiones preparadas con los sueros deshidratados. Las proteinas
de suero utilizadas son representativas de las caracteristicas de composicion, solubilidad y
propiedades fisicoquimicas vistas: PST,.ss por tratarse de una proteina totalmente
desnaturalizada, aislada de un suero industrial que contiene calcio; proteinas obtenidas a
partir de SS a pH 4.5, aisladas por acetona y por salting out. Estas ultimas fueron
seleccionadas para la preparacion de emulsiones debido a: i) a su mayor grado de
desnaturalizacion respecto a las obtenidas desde un SS alcalino (seccion 4.2.2.1), ii) su
mayor exposicion de los grupos Trp al solvente (seccion 5.7.1) y ademas iii) por sus
valores mas altos de H; (seccion 5.7.2), por lo que se espera tengan un mejor

comportamiento en la formacién y estabilizacion de emulsiones.

Desestabilizacion en condiciones estacionarias e indice de actividad emulsificante: El
estudio de las emulsiones con proteinas aisladas se llevd a cabo de manera similar al
realizado con los sueros deshidratados. A fin de poder comparar las emulsiones preparadas
con los sueros deshidratados y las obtenidas con proteinas aisladas y evaluar el efecto
ejercido por los componentes no proteicos presentes en los sueros, las emulsiones fueron
preparadas de forma idéntica utilizando las mismas concentraciones de proteina en la fase
acuosa (1, 5 o 10 mg proteina/ml) que las utilizadas con los sueros deshidratados.

Cabe mencionar que, cuando las proteinas aisladas son utilizadas como agentes
emulsificantes, estas no solo disminuyen la tensién de equilibrio interfacial sino que
imparten al film formado propiedades dinamicas y reologicas que aumentan la resistencia
al estrés tangencial (Lucassen-Reynders, 1993).

La desestabilizacion de estas emulsiones recién preparadas con las proteinas aisladas fue
analizada empleando el Quick Scan obteniéndose perfiles equivalentes a los de la Figura
29. A partir de estos perfiles se obtuvo el BSppom(%) y de forma independiente el IAE.
para obtener informacién del area interfacial creada. Estos parametros se muestran en la
Figura 31.

En la Figura 31a se observa para la menor concentracion, que el BSpprom(%) de ASN es
significativamente mayor respecto a las emulsiones preparadas con proteinas aisladas
desde SS pero comparable con las de PST,.ss. Sin embargo, empleando 5 o 10 mg
proteina/ml. todas las proteinas aisladas presentan valores de BSoprom(%) comparables.

Se debe notar que los valores de BSogrom(%) hallados entre todas las PSS y el ASN a 5
mg/ml resultan comparables y que lo mismo sucede cuando se analizan los valores de IAE

de emulsiones equivalentes en ausencia de SDS -condiciones en las que se mide el
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BSoprom(%0)- (Figura 31). Dado que el IAE es proporcional al drea interfacial creada durante
el proceso de homogeneizacion, se puede inferir que las emulsiones preparadas con las
diferentes PSS y el ASN estarian formadas por gotas de tamaflos equivalentes. Estos
resultados son comparables con los informados por Mitidieri y Wagner (2002), que
obtuvieron valores de IAE comparables entre ASN y PSS,,, preparando las emulsiones con

un homogenizador similar (Ultraturrax T-25) y utilizando 1 mg proteina/ml de fase acuosa.

a B 1 mg/ml I Sin SDS
ol = 5mg/m 40—b b.c [ ConSDS
b -1[]mg!ml L

aba

[ I aa aaa

ASN ASN  PSSym45 PSS,c45 PSTacss

PSS;m45 PSSacas PSTacss

Figura 31: a) BS (%):Backscattering inicial porcentual de emulsiones o/w preparadas con 1, 5 0 10 mg
proteina/ml de las proteinas aisladas. b) indice de actividad emulsificante (IAE) determinada con o sin SDS
sobre emulsiones preparadas con 5 mg proteina/ml de las proteinas aisladas. Letras diferentes sobre las barras
indican valores medios significativamente diferentes entre muestras (p<0,05).

La estabilidad de estas emulsiones es evaluada a partir de las cinéticas de separacion
gravitacional (cremado) en la parte baja de la emulsion en funcién del tiempo de
almacenamiento estacionario (Figura 32). En estos graficos se analiza el tiempo que
demora el BSgprom(%) en disminuir debido al cremado. De esta forma, las emulsiones que
requieran mas tiempo para comenzar a disminuir el BSgpom (%) seran mas estables al
cremado.

En todo el rango de concentraciones analizadas, la estabilidad al cremado de las
emulsiones disminuye siguiendo el orden: PST,. 55> ASN > PSS,c45> PSS;45. Como es
de esperar, la desestabilizacion es mas rapida empleando 1 mg proteina/ml de fase acuosa
(Figura 32a) en donde los valores de BSgprom(%0) alcanzan un valor minimo para las cuatro
muestras antes de los 15 min. Los valores de K hallados para dicha concentracion son: 1,56
+0.08: 3.22 £ 0.78; 5.36 £ 0.27 y 8,70 + 0,28 min.” para PST,.55 ASN, PSS, 45y PSS,

45 respectivamente.
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Los valores de K correspondientes a STL y SSL eran 2,15 + 0,45 y 13,29 + 0,69 min’
respectivamente (Tabla 35), indicando la mayor estabilidad frente al cremado al utilizar las

proteinas aisladas.

60 —u=—ASN Pssam4,5
§40 — PSSaC'4’5 -V PSTac—5 5
77}
0 3o

0

A0 EY Y Y Y Y Y Y Y VY V-V V-V-¥-¥-
— B M '“vh'hv“-
X i 'h""%v._
a0 V-V-V-v-yy
m 5

2 - ® 000000020

0 1 1 1 1 1 1 i 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min.)

Figura 32: Cinéticas de separacion gravitacional (cremado) de emulsiones o/w preparadas con proteinas
aisladas. a), b) y ¢) corresponden a 1, 5 o 10 mg de proteina/ml de fase acuosa respectivamente. Se graficaron
los valores medios de Backscattering inicial porcentual (BS%) en la zona baja de la emulsiéon (15-17 mm) en

funcion del tiempo de almacenamiento estacionario.

Notese que las cinéticas de separacion gravitacional proveen informacién sobre la
velocidad con que migran las gotas en la zona inferior de la emulsion y consecuentemente
sobre la estabilidad al cremado inmediatamente después que la emulsioén es formada. Sin
embargo esto no necesariamente correlaciona con la estabilidad de la emulsion a tiempos
mas largos. Por ejemplo, una emulsién puede tener una alta velocidad de cremado y
adquirir estabilidad mediante la formacién de una fase crema con un elevado grado de
hidratacion. Los porcentajes de fase crema (FC%) luego de 24 h de almacenamiento
estacionario se muestran en la Figura 33.

A la menor concentraciéon PSS,,45 forma la crema menos hidratada entre todas las
proteinas y entre 1-10 mg/ml la crema formada con PSS, 45 resulta significativamente mas

hidratada respecto a iguales concentraciones de PSS,,4s5 (p<0,05;: Figura 33). Este
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comportamiento no puede explicarse en base a la solubilidad ya que ambas muestras
presentan valores comparables (Tabla 32). El mayor grado de hidratacion de la crema
formada con PSS, .45 puede atribuirse a la presencia de una mayor cantidad de fléculos
hidratados. La presencia de floculos en las emulsiones preparadas con PSS, 45 quedo

evidenciada por la mayor diferencia entre los IAE con y sin SDS (Figura 31).

B 1 mg/ml
0l 0 5 mg/ml
I 10 mg/ml ef f

cC
b-
be

ASN PSSam_4,5 PSSaC-4,5 PSTac—5,5

Figura 33: Fase crema porcentual (FC%) de emulsiones o/w obtenidas con las concentraciones proteina/ml
indicadas. Letras o intervalos de letras sobre las barras indican valores medios significativamente diferentes
entre muestras (p<0,05).

Adicionalmente, en las proteinas de suero de soja y tofu se observa un aumento del grado
de hidratacién de la crema en la medida que se aumenta la cantidad de proteina utilizada en
preparar la emulsion observandse una tendencia opuesta con ASN.

Una comparacion entre el grado de hidratacion de las cremas formadas a partir de
emulsiones preparadas con las proteinas aisladas o los sueros liofilizados correspondientes
(SSL y STL) permite ver que, el grado de hidratacién resulta comparable entre STL y
PST,.55 pero diferente entre SSL y PSS, 45 0 PSS,c45. En el rango 1-10 mg proteina/ml
las FC% se ubican entre 55-60% para STL o PST,.ss (Tabla 35 y Figura 33) lo cual
sugiere que los componentes no proteicos del STL no modifican el grado de hidratacion de
la fase crema o que su efecto queddé compensado por los cambios que experimentados por
la proteina durante al aislamiento.

Por el contrario, en el rango 1-10 mg proteina/ml el SSL forma emulsiones con una FC%

en el rango 30-46% para SSL (Tabla 35) menor aunque solapado en parte al obtenido con
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PSSam45 (entre 36 y 52%) y mucho menor que el correspondiente a PSS, 45 (entre 55 y
62%) mostrado en la Figura 33.

El aumento del grado de hidratacion hallado para PSS, 4 s y en mayor medida para PSS,
45 respecto de SSL sugiere que los componentes no proteicos del SSL (principalmente
oligosacaridos) reducen el grado de hidratacion de las cremas. Cabe mencionar que el
grado de hidratacién de la fase crema formada depende, entre otros factores, de la
capacidad que tenga la proteina ubicada en la interfase de interaccionar con el agua. La
presencia de azucares libres podria disminuir la capacidad que tiene la proteina de ligar
agua ya que reduce la cantidad de agua disponible (debido a que los azucares ligan agua) y
ademas los aziicares interaccionan o apantallan a los sitios hidrofilicos sobre la superficie
de la proteina.

En forma comparativa PSS,. 45 forma una crema mas hidratada (referencia PSS, 45) en
todo el rango de concentracion, lo que se debe a la mayor capacidad que tiene esta proteina
de interaccionar con el agua. En 5.7.1 se demostré que PSS,.45 esta mas desplegada y
posee una mayor exposicion de los grupos Trp lo cual explico los valores de fluorescencia

intrinseca 1,6 veces mayores de PSS, 4 5 respecto a PSS, 45 (Tabla 33).

Distribucion de tamaiio de particula: A partir de las DTP de emulsiones preparadas con 5
mg proteina/ml de fase acuosa se obtuvieron los valores de D43 con y sin SDS, dichos
valores se presentan en la Tabla 39.

Si se compara con ASN, las emulsiones preparadas con PSS, 45 estan formadas por gotas
significativamente mas grandes (p<0,05: Tabla 39). Mitidieri y Wagner (2002) trabajando
con emulsiones equivalente informaron tamafios de gota de 24,4 + 0,8 y 28,0 + 1.3 pm
para ASN y PSS, respectivamente.

Los valores mas altos de D43 en ausencia o presencia de SDS corresponden a la emulsion
preparada con PSS, 45, le sigue con valores significativamente menores las emulsiones
preparadas con PSS, 45, siendo la emulsion preparada con PST,. 55 la que exhibe el valor
significativamente mas bajo de D43 (p<0,05; Tabla 39). Estos resultados se corresponden
con la estimacion del tamafio de gota realizada a partir de las medidas de IAE (Figura 31b).
Estos tamafios de gotas explican las cinéticas de cremado (Figura 32) y los valores de K.
Las emulsiones preparadas con PSS, 45 que tienen las gotas mas grandes, creman con la
mayor velocidad y presentan los valores mas altos de K, mientras que las preparadas con
PST,.55 estan formadas por las gotas mas chicas y tienen la menor tendencia a cremar. En

tanto que, las emulsiones preparadas con PSS, .45 y ASN, con tamaflos de gotas
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comparables e intermedios se desestabilizan con velocidades comprendidas entre las
halladas para PST,.55 ¥ PSSam4s.

Los mayores valores de D4 ; en ausencia de SDS dan cuenta de la existencia de floculos y
permiten calcular los GFi% que se muestran en la Tabla 39. Puede verse que las
emulsiones preparadas con las proteinas aisladas tienen GFi significativamente menores
(GFi: 0,6-9%) respecto a las emulsiones preparadas con los sueros deshidratados
correspondientes (GFi: 11-87%: Tabla 37). Esto sugiere que, los componentes no proteicos
presentes en los sueros de soja deshidratados favorecen la formacién de floculos.

Tabla 39: Parametros obtenidos a partir de emulsiones o/w preparadas con 5 mg proteina/ml de las proteinas
aisladas. Las abreviaturas son las de la Tabla 37.

D, x(pm) .
GFi
Muestra SDS
(%)
Si No

ASN 38,87 +1.17° 4026+1.21° 3.6+02
PSSamss 46,32 +126"° 47,05+122° 1.6+0,1°
PSS,c4s 39,40+ 1,18 ° 39,64 +1,19° 0.6+0.1°
PST,cs5 33,98 +1.02° 3711+ 1,11°¢ 92+03¢

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna
(p<0.05).

El almacenamiento de estas emulsiones en condiciones estacionarias a temperatura
ambiente durante 8 h produjo solo un ligero aumento en los valores de D43 (1-2 um) y del
GF%. Los D43 con y sin SDS hallados tras el almacenamiento se ubicaron entre 39,3-40,2
vy 32,9-36,0 um para PSS,c45y PST,cs5 respectivamente. E1 GF tras el almacenamiento

aument6 de 9,2 a 9,6 para PST,.s5 v de 0,6 a 2.3 para PSS, 4.

Aceite separado: El aceite liberado por estas emulsiones se muestra en la Figura 34. De
forma equivalente a lo visto con los sueros deshidratados hay una reduccidn en la cantidad
de AS% a medida que aumenta la cantidad de proteina utilizada en la emulsién. Este efecto
es bien marcado en el caso de las emulsiones preparadas con PSS,.45y ASN. Para esta
ultima la cantidad de aceite separado se reduce en 4.1 y 4,4 veces al incrementarse la
concentracién de 1 a 5 y de 5 a 10 mg/ml respectivamente.

Las emulsiones obtenidas con las proteinas aisladas de sueros separan una cantidad de
aceite menor respecto a las emulsiones preparadas directamente con los sueros enteros.

Con concentraciones intermedias de los sueros deshidratados como agentes emulsificantes
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se obtienen emulsiones que separan entre 1,3-7,2% de aceite (Tabla 38). Mientras que con
proteinas aisladas en el mismo rango de concentracion, la cantidad de AS% se ubica por
debajo de 1,2%. Los valores de AS% utilizando proteinas aisladas, resultan comparables
en el rango 5-10 mg proteina/ml para las 4 proteinas analizadas y solo se hallan diferencias
a la menor concentracién. Utilizando 1 mg proteina/ml de fase acuosa, la emulsion
preparada con PSS, 45 separa una cantidad de aceite significativamente mayor respecto de

PSSama s (Figura 34).

6
B 1 mg/ml
5 mg/ml f
5| I 10 mg/mi

ASN PSSam4,5 PSSacas PSTae 55

Figura 34: Aceite separado porcentual (AS%) de emulsiones o/w obtenidas con las concentraciones
proteina/ml indicadas. Letras o intervalos de letras sobre las barras indican valores medios significativamente
diferentes entre muestras (p<0,05).

Este comportamiento no puede explicarse en base al tamafio de las gotas que forman la
emulsion, de hecho D43 de PSS,;, 45 es significativamente mayor que el de PSS, 45 (Tabla
39), indicando que la emulsion que separa menos aceite es la formada por gotas mas
grandes. Adicionalmente, la fase crema formada con PSS, 45 tampoco es la mas

hidratada, de hecho es significativamente menos hidratada que la correspondiente a PSS,

45 (Figura 33).

6.2.1 Comparacion entre proteinas aisladas y sueros deshidratados

Si bien en las secciones anteriores se dejo evidencia que las emulsiones elaboradas con

sueros son menos estables que las correspondientes obtenidas con sus proteinas aisladas,
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en esta seccidn se presentan todos los parametros que caracterizan a las emulsiones en
forma conjunta para analizarlos con mas profundidad.

En la Tabla 40 se comparan los principales parametros obtenidos a partir de emulsiones
preparadas con 5 mg de proteina en fase acuosa de SSL, PSS, 450 PSS,c.45. Dado que las
emulsiones (con sueros o proteinas) fueron preparadas con niveles equivalentes de
proteina, las diferencias dan cuenta de los efectos de los componentes no proteicos
presentes en los sueros, en si mismos o por interaccién con las proteinas, sobre la

formacion y estabilidad de las emulsiones obtenidas.

Tabla 40: Parametros de emulsiones o/w obtenidas con 5 mg proteina/ml de las muestran analizadas. Los
parametros de las emulsiones preparadas con SSL provienen de las Tablas 35-38, mientras que los

correspondientes a PSS,y 5y PSS,c4 5 lo hacen de la Tabla 39 y de las Figuras 31-34.

SSL PSSamas PSSpcis
BS gprom (%) 48.22+0,63 , 58.15+0.38 , 57.66+0.13 ,
K (min.”) 12424099, 4,00+0,18 0,99+ 0,05 5
FC% 45,68 +1,99 4487+5,02, 60.73+5.25,
IAE (+ SDS) 20.31+3.25, 23.26+255, 32.16+5.17,
IAE (- SDS) 18.36 +1.84 243+3.36, 26,57 +5.72,
Dy (+ SDS) 45.54+2.10, 4632+126, 39.40+ 1,18,
D, (- SDS) 70.58 +2.59 47,05+ 1,22, 39.64+1,19;
GFi (%) 55.0+2.5, 1.6+0.1, 0.6%0.1;
AS (%) 329+0.74, 1.19+0,15, 1.08+0.,17,

Numeros subindices diferentes en una misma fila indican valores medios significativamente diferentes
(p<0.05).

Estos componentes no proteicos son principalmente carbohidratos y sales. En el SSL los
componentes mayoritarios son los carbohidratos (68,0%) seguido de las proteinas (16,3%)
y las sales (13,8%) (Tabla 7). Analizando la Tabla 40 surge inmediatamente que, la
presencia de hidratos de carbono (simples y complejos) y de sales en el suero produce una
reduccion de la estabilidad frente a la separacion gravitacional lo que se condice con la
formacion de emulsiones mas floculadas y por ende con mayor tamafio de particula. La K
y el GFi de la emulsion preparada con SSL son 3 y 34 veces mayor respecto a la emulsioén
obtenida con PSS, 45, siendo las diferencias ain mayores respecto a PSS,.4 5 (Tabla 40).

La presencia de sales y azlicares en el suero deshidratado dificultan la formacion de la
interfase por lo que se obtiene una emulsién formada por gotas mas grandes que da una

fase crema levemente menos hidratada y con una separacion mayor de aceite.
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Para el SSL el BSopom(%) al igual que el IAE en ausencia de SDS resultan
significativamente menores respecto a los valores hallados para PSS, 450 PSS,c45. lo que
se corresponde con mayor valor de D, 3 en ausencia de SDS. El valor de FC% para SSL es
significativamente menor respecto a PSS,.45 (p<0,05: Tabla 40). La emulsion obtenida
con SSL separa una cantidad de aceite significativamente mayor respecto a PSS,,450
PSSac45 (p<0,05).

De igual modo, en la Tabla 41 se compara el desempefio del STL respecto a PST,.s5.
Nuevamente la presencia de sales y oligosacaridos disminuye en forma significativa la
estabilidad frente a la separacion gravitacional y frente a la separacion de aceite, aunque
las diferencias suero de tofu-proteina aislada son mucho menores que las que se
observaron en la Tabla 40 entre suero de soja y sus proteinas aisladas.

Tabla 41: Parametros de emulsiones o/w obtenidas con 5 mg proteina/ml de las muestran analizadas. Los

parametros de las emulsiones preparadas con SSL provienen de las Tablas 35-38, mientras que los
correspondientes a PSS,y 5y PSS,c4 5 lo hacen de la Tabla 39 y de las Figuras 31-34.

STL PST,css
BSprom (%) 59.51+0,77 , 57,92+ 0,36 5
K (min. ) 1,57+0,13, 0.82+0,04,
FC% 55.14 £2.41 54,49 +7.08 |
TAE (+ SDS) 27.72+4.16 37,74+ 426,
TAE (- SDS) 19,09 +2.71 3123+454,
D41 (+ SDS) 31,99+ 098 ; 33,98+ 1,02,
D, ( SDS) 3541+ 1,12 3711+ 1,11,
GFi (%) 10,7+ 0,6 , 92403,
AS (%) 1,71+0,03 ; 0.52+037,

Numeros subindices diferentes en una misma fila indican valores medios significativamente diferentes
(p<0.05).

Esta mayor similitud enftre el suero y la proteina aislada para el caso del suero de tofu,
puede entenderse si se toma en cuenta que estas proteinas tienen un alto grado de
desnaturalizacion y un contenido muy elevado de calcio tanto cuando se encuentran en el
suero como cuando estan aisladas (Tablas 9 y 21). Estas caracteristicas son las que
predominan en su comportamiento como agente emulsificante y por lo tanto los demas
componentes no proteicos del suero de tofu tienen un efecto comparativamente menor.

Sin embargo si se hallaron diferencias entre las emulsiones STL y PST,. 55, por un lado la
emulsion obtenida con el STL resulta menos estable frente a la separacion gravitacional

dando emulsiones mas floculadas en donde el 4rea creada es menor. La K y el GFi de la
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emulsion preparada con STL resulta 1,9 y 1,2 veces mayor respecto a la emulsion obtenida
con PST,.ss, mientras que los valores de IAE (con o sin SDS) son significativamente
menores respecto a PST,.ss. separando esta ultima una cantidad de aceite
significativamente menor respecto a STL (p<0,05; Tabla 41).

Adicionalmente se hallaron diferencias al realizar ensayos de estabilidad durante el
almacenamiento. Los floculos presentes en las emulsiones preparadas con PST,.ss
resultaron estables después de un almacenamiento estacionario de 8 h, lo cual se interpreta
como ausencia de coalescencia. Por el contrario, para STL el GF se redujo desde el valor
inicial de 10,7% (Tabla 41) a un valor residual de 0,3%, indicando un avanzado proceso de

coalescencia durante un almacenamiento similar.

6.3 Emulsiones preparadas con suero de soja deshidratado y

calentado

Desestabilizacion en condiciones estacionarias e indice de actividad emulsificante:
Previamente (seccidén 3.3) mostramos que el tratamiento térmico del SS para obtener el
SSST redujo la AAR a menos del 5% (referencia SSL), pero también redujo la capacidad
emulsionante, dando el suero deshidratado con las peores propiedades emulsificantes.

En esta seccidn analizamos la capacidad de formar y estabilizar emulsiones que tiene el
SSLC (150). La eleccion de esta muestra se debe a que el tratamiento térmico en
condiciones de baja humedad permite una inactivacion de los factores anftritripticos
superior el 95% secciéon 3.3.1, similar a la alcanzada en el SSST. Sin embargo, el
calentamiento en estas condiciones favorece el proceso de glicosilacion de las proteinas lo
que segun frabajos previos (Matemu y col, 2009) mejoraria sus caracteristicas
emulsionantes.

La Tabla 42 muestra los parametros obtenidos a partir de ensayos Quick Scan de
emulsiones preparadas con SSLC (150) a tres niveles de concentracion de proteina en la
fase acuosa (1, 5 o 10 mg proteina/ml). Se incluye, con fines comparativos, los datos
correspondientes a las emulsiones preparadas con SSL. En todo el rango de concentracion
el BSoprom(%) de las emulsiones preparadas con SSLC (150) es significativamente mayor
que el correspondiente a emulsiones formadas con igual cantidad de SSL. Esta mayor
creacion de area interfacial fue confirmada con el IAE. Para la emulsiéon SSLC (150)

preparada con 5 mg proteina/ml, los valores de IAE con y sin SDS son 33,46 + 4,54 y
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26,94 £ 2.26 mzfg. Estos valores son significativamente mayores a los hallados con SSL
los cuales se ubican en el rango 18-20 mzfg (p<0,05; Tabla 36). Adicionalmente, en todo el
rango de concentraciones, las emulsiones preparadas con SSL.C (150) presentan valores de
K significativamente menores (referencia SSL), indicando que el tratamiento térmico del
SSL no solo aumenta el area interfacial formada sino que mejora la estabilidad frente el

cremado (p<0,05; Tabla 42).

Tabla 42: Parametros obtenidos a partir de perfiles de Quick Scan en la zona baja de emulsiones o/w
obtenidas con 1, 5 0 10 mg proteina/ml de las muestran analizadas. Las abreviaturas de los parametros son
los de la Tabla 35.

Muestra Proteina (mg/ml) BSoprom (%0) K FC%
1 37,69+1,70 ° 13,29+ 0,69° 29,62 +335°
5 4822 +0,63° 12,42 4£0,99° 45,68 +1,99°
>SSk 10 52,96 0,63 € 1.57+033"° 45,98 +042°
1 50,55 +2,28°¢ 645+133°¢ 53,38+049°
SSLC (150) 5 56,83 +0,73 ¢ 437+034¢ 54,58 +6,18°
10 56,33 +0,68° 3,12+0,22°¢ 56,26 +2,46

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna
(p<0.05).

Luego de 24 h de almacenamiento las emulsiones preparadas con SSLC (150) formaron en
todo el rango de concentraciones ensayado, fases crema con un grado de hidratacion
comparables entre si y significativamente mayor al de las cremas de las emulsiones
preparadas con SSL (p<0,05; Tabla 42).

Cabe mencionar que la mejora en el desempefio como agente emulsificante en el SSLC
(150) es de tal magnitud que se requiere de 10 veces la cantidad de SSL para equipararla, o
sea que una emulsion preparada con 1 mg proteina/ml de fase acuosa empleando SSLC

(150) presenta un valor de BSpprom(%) comparable al obtenido con 10 mg proteina/ml de
SSL.

Distribucion de tamaiio de particula: 1as emulsiones preparadas con SSLC (150) a un
nivel de 5 mg/ml, registran valores de D43 de 34,54 + 1,22 y 40,03 £+ 1,48 pm con y sin
SDS respectivamente, resultando un GFi de 12,6%. Los D43 son significativamente
menores que los hallados para las emulsiones preparadas con cantidades equivalentes de

SSL que se ubican en el rango 45-71 pm (p<<0,05; Tabla 37). Estos valores de D43

194



Emulsiones con sueros y proteinas aisladas

confirman los hallazgos realizados a partir de las determinaciones de BSoprom(%) € IAE que
muestran que las emulsiones preparadas con SSLC (150) estan formadas por gotas mas
chicas.

El GFi de las emulsiones preparadas con SSLC (150) es 4,4 veces menor que el
correspondiente a emulsiones formuladas con SSL mostrando que las emulsiones
preparadas con SSLC (150) no solo tienen gotas mas chicas sino que ademas son menos
floculadas. Esta baja tendencia a la floculacion puede tener una relacion directa con la
presencia de proteinas glicosiladas, las cuales ejercen un efecto de repulsion estérica y de
hidratacion muy importante por la presencia de polisacaridos en la interfase. Ya fue
mencionado que, las proteinas glicosiladas tienen una mayor capacidad de estabilizar
emulsiones respecto a las mismas proteinas no glicosiladas, sin embargo se observa una
mejora significativa cuando en la glicosilacion de las proteinas se reemplazan azicares
simples con oligo o polisacaridos debido a que se produce una combinacion ideal entre las
buenas propiedades emulsificantes de las proteinas y la capacidad de estabilizacion de los
polisacaridos (Einhorn-Stoll col., 2005 y Zhu y col., 2010). Recientemente (Zhuo y col.,
2013) analizaron la estabilidad de emulsiones preparadas con proteinas glicosiladas que
ellos mismos obtuvieron mediante reaccién entre una proteina y un polisacirido en
condiciones controladas similares a las nuestras (60°C, pH = 6.5 durante 30 h) hallando
cambios significativos en la estructura secundaria y terciaria de las proteinas glicosiladas y
un aumento en la flexibilidad estructural. Con estas proteinas glicosiladas prepararon
emulsiones o/w las cuales resultaron mas estables frente a la floculacion (referencia
proteinas no glicosiladas). Estos autores atribuyeron esta mayor estabilidad tanto a los
cambios estructurales de la proteina debido a la glicosilacion como a la presencia de
carbohidratos unidos y no unidos presentes en la interfase.

En nuestros ensayos, tras un almacenamiento de 8 h en condiciones estacionarias a
temperatura ambiente se determin6 nuevamente la DTP, el GF% y GC%. El GF disminuyo
hasta 6,6% registrandose un GC de 150,3%. Estos resultados indican que, aunque las
emulsiones preparadas con SSLC (150) tienen un GFi mucho menor que el
correspondiente a emulsiones formuladas con SSL se desestabiliza por coalescencia. Tras

el almacenamiento el D43 con y sin SDS se ubica en el rango 89-95 pm.

Aceite separado: En la Figura 35 puede verse para ambos sueros una reduccién en la
cantidad de AS% a medida que se aumenta la cantidad de proteina utilizada para preparar

la emulsion. En todos los casos el AS% es significativamente menor para SSLC (150)
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respecto a cantidades equivalentes de SSL. El valor de AS% de las emulsiones preparadas
con 1 mg proteina/ml de fase acuosa de SSLC (150) resulta equivalente al de las

emulsiones preparadas con 10 mg proteina/ml de SSL.

8
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Figura 35: Aceite separado porcentual (AS%) de emulsiones o/w obtenidas con las cantidades de proteina/ml
indicadas. Letras diferentes sobre las barras indican valores medios significativamente diferentes (p<0,05).

Previamente, cuando analizamos la composicion de estos sueros, observamos que SSL y
SSLC (150) poseen una gran cantidad de carbohidratos alcanzando una alta relacidén
carbohidratos: proteina (4,2: 1; Tabla 7). Pese a que la presencia de carbohidratos puede
aumentar el grado de floculacion y mejorar algunos aspectos de la emulsion como la
estabilidad frente al cremado, la capacidad emulsificante de una proteina mejora si se la
glicosila por reacciones del tipo Maillard (Kato y col., 1988; Kato y col., 1990; Handa y
Kuroda, 1999 y Nakamura y col., 1991). La glicosilacién se ve favorecida realizando el
tratamiento térmico en condiciones de baja humedad, como en el caso del SSL.C (150). Por
lo dicho el mejor desempefio del SSLC (150) respecto del SSL podria atribuirse al mayor
grado de glicosilacion de las proteinas en el SSL.C (150).

Las proteinas en el SSLC (150) tienen una relacién HC-P 3.1 veces mayor respecto a SSL
(Tabla 11) y debido a las condiciones del calentamiento se puede asegurar que hay una
glicosilacion efectiva. Esta bien documentado que las proteinas glicosiladas presentan una

notable mejora en varias de las propiedades funcionales especialmente en la capacidad de
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formar y estabilizar emulsiones (Fujiwara y col., 1998; Song y col., 2002; Laura y col.,

2005 y Akhtar y Dickinson, 2007), lo cual esta en concordancia con nuestros resultados.

6.4 Emulsiones preparadas con proteinas aisladas de suero de

soja deshidratado y calentado

Desestabilizacion en condiciones estacionarias e indice de actividad emulsificante:
Analizaremos la desestabilizacion en condiciones estacionarias de emulsiones preparadas
con proteinas de SSLC (150) precipitadas con acetona de forma comparativa con PSS, 45
debido a que comparten la misma metodologia de obtencién. En la Figura 36a se muestran
los valores de BSgprom(%) a las tres concentraciones analizadas mientras que en la Figura
36b se presentan los valores de TIAE correspondiente a emulsiones o/w preparadas con 5
mg proteina/ml de PSSLC (150) o PSS,.4 5 en la fase acuosa.

Los valores de BSpprom(%) € IAE de las emulsiones preparadas con cantidades medias o
altas de PSSLC (150) resultan comparables a los hallados para PSS,.4 5 (Figura 36). Esto
indica que el area creada, asi como la cantidad y tamafio de gota en las emulsiones

preparadas con ambos tipos de proteina son equivalentes.
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Figura 36: a) BS (%): Backscattering inicial porcentual de emulsiones o/w obtenidas con las cantidades de
proteina/ml indicadas. b) IAE: Indice de actividad emulsificante con y sin SDS de emulsiones con 5 mg
proteina/ml. Letras diferentes entre barras indican valores medios significativamente diferentes (p<0,05).

En la Figura 37 se analiza la desestabilizacion en dos momentos y zonas diferentes de la
emulsioén para poner en evidencia posibles diferencias. Por un lado en la Figura 37a se

analiza la velocidad de cremado mediante la constante K en la zona baja de la emulsion al
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comienzo de la desestabilizacion, mientras que en la Figura 37b se analiza el grado de
hidratacion de la crema formada en la parte superior de la emulsion luego de 24 h de
almacenamiento estacionario.

En todo el rango de concentraciones se encontraron valores méas altos de K para PSSLC
(150) respecto a los valores correspondientes a las emulsiones preparadas con
concentraciones equivalentes de PSS, 45 (Figura 37a) lo que indica una mayor

desestabilizacion por cremado empleando PSSLC (150).
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Figura 37: a) K: Constante cinética de separacioén gravitacional. b) FC%: Fase crema porcentual de
emulsiones o/w obtenidas con las cantidades de proteina/ml indicadas. Letras diferentes entre barras indican
valores medios significativamente diferentes (p<0,05).

Sin embargo el grado de hidratacion de las cremas a concentraciones iguales resulta
equivalente (Figura 37b), lo que indica que aunque las gotas de la emulsion preparada con
PSSLC (150) se separan mas rapido que las emulsiones formuladas con PSS,. 45 terminan

formando cremas con un grado de hidratacién comparable.

Distribucion de tamaiio de particula y aceite separado: Los D43 (con o sin SDS) de las
emulsiones preparadas con PSSLC (150) son significativamente mayores que los hallados
para PSS,.45 (p<0,05: Figura 38a). Previamente habiamos obtenido una tendencia similar
a la menor concentracion a partir de las medidas de BSoprom(%0).

Los GFi de las emulsiones preparadas con PSS,.45 y PSSLC (150) son 0.6 y 12.0%
respectivamente. Este resultado resulta llamativo dado que PSSLC (150) es una proteina
que alcanza un avanzado grado de glicosilacion y es sabido que las proteinas glicosiladas

son mejores agentes emulsificantes y estabilizantes que las proteinas no glicosiladas. Sin

198



Emulsiones con sueros y proteinas aisladas

embargo, la validez de esta afirmacion depende de tener en la interfase cantidades de
proteinas iguales o al menos comparables, cosa que no sucede entre estas proteinas debido
a la menor solubilidad de PSSLC (150) (seccion 5.3).

Bajo las mismas condiciones la solubilidad de PSS,.45 es 1,9 veces mayor que la
correspondiente a PSSL.C (150) (Tablas 26 y 28). Una menor cantidad de proteina en la
interfase, si no es suficiente para cubrir el area creada durante la homogeneizacion,
determina la formacion de floculos mediados por interacciones proteina-proteina segun el

mecanismo de puenteo (Thanasukarn y col, 2004a).
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Figura 38: a) D, 5: Didmetro promedio De Brouker sin y con SDS (+ SDS) de emulsiones o/w obtenidas con
5 mg de proteina/ml de las proteinas indicadas. Almac: Indica un almacenamiento estacionario de la
emulsion (8 h) b) AS%: Aceite separado porcentual de emulsiones o/w obtenidas con 1, 5 0 10 mg de
proteina/ml (p<0,05).

El almacenamiento estacionario casi no aumentd el D43 (AD43 < 0,6 pm, con o sin SDS)
en las emulsiones preparadas con PSS,.4s. pero por el contrario si produjo un aumento
para las emulsiones preparadas con PSSLC (150). Tras el almacenamiento el GF de las
emulsiones preparadas con PSSLC (150) se redujo a 3,5% mientras que su GC fue superior
al 25%, indicando que la emulsion floculada preparada con PSSLC (150) se desestabilizo

por coalescencia.

Los valores de AS% indican que PSSLC (150) da emulsiones mas estables en todo el
rango de concentraciones ensayadas y que libera una cantidad de aceite significativamente
menor respecto a PSS, 45 (p<0,05; Figura 38b). Aunque ambas proteinas forman cremas
con un grado de hidratacion comparable PSSLC (150) se destacé como un mejor agente

estabilizante dando emulsiones mas estables que liberan una menor cantidad de aceite. El

hecho que una menor cantidad PSSLC (150) en la interfase tenga una capacidad similar de
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ligar agua que una cantidad mayor de PSS,.45 se podria explicar por la presencia de
proteinas desnaturalizadas (seccion 4.2.2) y glicosiladas en PSSLC (150). El parametro
HC-P para PSSLC (150) es significativamente mayor respecto a PSS,. 45 (Tablas 10 y 11).
Los resultados sugieren entonces que el mayor grado de glicosilacién de PSSLC (150) y la
total desnaturalizacion compensan la pérdida de solubilidad y por ende la menor cantidad

de esta proteina que puede ser adsorbida en la interfase.

6.5 Emulsiones preparadas con proteinas aisladas y luego

desnaturalizadas en dispersion acuosa

A continuacién analizaremos emulsiones equivalentes a las analizadas en 6.2 preparadas
con ASN, PSS, 45, PSS.ca5 0 PST,55 a un nivel de 1,0 mg proteina/ml en la fase acuosa.
Esta condicion fue elegida en base a los resultados previos en donde las diferencias se
acentuan con la disminucion en la concentracion. Adicionalmente, otras determinaciones
ya analizadas tales como solubilidad, fluorescencia intrinseca, hidrofobicidad superficial y
tension superficial en condiciones nativas o desnaturalizadas fueron medidas en esta
concentracién empleando el mismo buffer lo que facilita la discusion de los resultados.

Las dispersiones proteicas fueron tratadas térmicamente a 100°C durante 5 min., condicién

suficiente para alcanzar la desnaturalizacién total (Mitidieri y Wagner, 2002).

Desestabilizacion en condiciones estacionarias: En la Figura 39a se observa que para
ASN y PSS,45 el tratamiento térmico de las dispersiones previo a la preparacion de la
emulsion produce un aumento significativo en el BSopom(%) indicando una mayor creacion
de area interfacial. Mitidieri y Wagner (2002) hallaron que el IAE de ASN y PSSy
desnaturalizadas fue mayor que el de emulsiones equivalentes preparadas con proteinas no
calentadas. Ademas, el BSgy,m(%) de las emulsiones preparadas con ASN con o sin
tratamiento térmico resulta significativamente mayor respecto a PSS,pn45 ¥ PSS,cus ¥
comparable a PST,. 55 (p<0,05; Figura 39a).

El aumento en la actividad emulsionante de las dispersiones ASN y PSS, 45 puede ser
atribuido al alto grado de desnaturalizacion y bajo grado de agregacion de sus proteinas lo
cual mejora sus propiedades interfaciales. Segin Sorgentini y col. (1995) a una baja

concentracién proteica como es 1,0 mg/ml se reduce la formacién de agregados durante el
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calentamiento favoreciéndose el desplegamiento de las proteinas, las que tiene mayores

posibilidades de incorporarse a una interfase en formacion.

80

a I Sin calentar
70 - [ cCalentado

ddd

ASN I:'Ssam-4,5 I:'Ssac-4,5 PSTac-S,S

Figura 39: a) BS (%): Backscattering inicial porcentual. b) K: Constante cinética de separacién
gravitacional. ¢) FC (%): Fase crema de emulsiones o/w obtenidas con 1,0 mg de proteina/ml de las proteinas
aisladas. Sin calentar y Calentado: Indica que las emulsiones fueron preparadas con las dispersiones proteicas

en forma directa o luego de haber sido tratadas térmicamente a 100°C durante 5 min.
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Este aumento del BSo,.om(%) de las proteinas calentadas respecto de las no calentadas para
ASN y PSS, ya fue informado por Palazolo y col. (2004). Los valores de BSgprom(%0)
informados fueron 48 y 52% para ASN y ASN calentado respectivamente y de 49 y 53%
para PSS, y PSS,y calentado respectivamente. Los valores comparables del BSpprom(%0)
entre PST,.55 sin o con tratamiento térmico se atribuye al grado de desnaturalizacion total
de esta proteina, razén por la cual resulta poco afectada por un tratamiento térmico
adicional.

La estabilidad frente al cremado de estas emulsiones, evaluada mediante la constante K
indica aumentos significativos con el calentamiento para todas las proteinas analizadas
excepto PST,.55 (p<0,05: Figura 39b). Se debe notar que, para las emulsiones preparadas
con proteina no calentada, la estabilidad frente al cremado disminuia siguiendo el orden:
PSTuc55 > PSS,ca5 > PSS, 5 mientras que luego del tratamiento térmico las estabilidad
frente el cremado resulta comparable para las tres proteinas, indicando que Ila
desnaturalizacion es capaz de equiparar la estabilidad frente al cremado.

En la Figura 39c se observan aumentos significativos en el grado de hidratacion de la fase
crema para PSS, 45 v PSS,.45 no observandose cambios apreciables para PST,.s5. Este
aumento en el grado de hidratacion hallado con PSS,, coincide con lo informado por
Palazolo y col. (2004). Estos autores explicaron este resultado en base a la microestructura
de las emulsiones; en las emulsiones preparadas con PSS, no calentada los floculos
forman una red mas cerrada con una menor capacidad de retener agua, mientras que con la
proteina tratada térmicamente se forma una red mas abierta que retiene una mayor cantidad
de agua. Adicionalmente estos autores postularon que, debido al aumento en la
hidrofobicidad causado por la exposiciéon de grupos no polares, inicialmente ocultos en la
interior de la proteina, es posible la formacién de interacciones coloidales entre las gotas
que permite la formacion de cremas mas hidratadas. Para el caso de la crema obtenida con
PSS, calentada estos autores hallaron que la misma ocupaba el 50% del volumen total de
la emulsion, tal como se observa en la Figura 39c.

En nuestros ensayos, las proteinas desnaturalizadas forman fases crema que ocupan
porcentajes en el rango 47-65%, siendo lo mas notable el aumento de la estabilidad al
cremado hallado para PSS,y,45 Vv PSS,c45 (Figura 39b.c). Este resultado se correlaciona
perfectamente con los aumentos de la hidrofobicidad y la mayor exposicién de grupos
hidrofobicos ocultos en las proteinas no calentadas. La hidrofobicidad superficial de

PSSam45 0 PSS,.45 medida en dispersiones acuosas calentadas conteniendo 1,0 mg
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proteina/ml registré un aumento entre 3.8 y 5,7 veces respecto a las mismas dispersiones
no calentadas (Tabla 34).

Los resultados en conjunto nos permiten decir que las emulsiones preparadas con
dispersiones acuosas de proteinas de suero tratadas térmicamente resultan mas estables
frente al cremado y forman cremas con grados de hidratacion mayores a los hallados en las

emulsiones formadas con proteinas no calentadas.

Distribucion de tamaiio de particula: Las DTP de emulsiones preparadas con dispersiones
acuosas de ASN. PSS, 45 PSS,.45 o PST,.s5 conteniendo 1.0 mg de proteina/ml. en
forma directa o luego de realizar un tratamiento térmico (100°C, 5 min.) se muestran en la

Figura 40.
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Figura 40: Distribucién de tamafio de particula de emulsiones o/w preparadas con 1,0 mg de proteina/ml de
las proteinas indicadas. Cal: Indica el tratamiento térmico de las dispersiones proteicas (100°C, 5 min.) previo
a la preparacién de la emulsién. + SDS: Indica el empleo del agente defloculante durante la medida.
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Puede verse que todas las emulsiones preparadas son multimodales, comportamiento que
ya fue informado y atribuido fundamentalmente al tipo de homogenizador y rotor utilizado
(Mitidieri y Wagner, 2002; Palazolo y col., 2004).

Para el caso de ASN (Figura 40a) se registran pocos cambios en la DTP con el tratamiento
térmico o el empleo de SDS durante la medida. Los valores de D43 (con o sin SDS) de las
emulsiones preparadas con dispersiones de ASN sin calentar o calentadas estuvieron
comprendidos entre 46,6-48,6 um. El GF para las emulsiones preparadas con ASN sin
calentar fue 0,2%, mientras que con las dispersiones calentadas subi¢ al 3,5%.

Palazolo y col. (2003) trabajando con emulsiones equivalentes hallaron también
invariabilidad en el TAE y en el tamaflo de las gotas entre emulsiones preparadas con ASN
con y sin calentamiento. Estos aufores atribuyeron este comportamiento a la escasa
creacion de area y al dispositivo de baja energia empleado en la preparacién de las
emulsiones de modo que el drea creada no logra estabilizarse dando gotas de mayor
tamaiio.

Las DTP de las emulsiones PST,. 5 s también estan practicamente superpuestas cuando son
preparadas con dispersiones sin calentar o calentadas, y en presencia o no de SDS, dando
valores de D43 entre 45,6-48,0 pm con un GF de 5,3%.

Por el contrario para PSS,,,45 ¥ PSSac45 se observa un notable corrimiento de la poblacion
mayoritaria de la DTP hacia menores valores de tamafio de particula luego del tratamiento
térmico. La reduccién en el tamafio ya habia sido anticipada a partir de los aumentos en los
valores de BSppom(%) que fueron significativos para PSS.yn45 (Figura 39a). Para esta
ultima los D43 (con o sin SDS) se ubicaron entre 81,6-82,1 um para las emulsiones
preparadas con dispersiones de PSS, 45 sin calentar, reduciéndose hasta 48,7-50,5 pm

luego del tratamiento térmico.

Aceite separado: Tomando como referencia las emulsiones preparadas con las respectivas
proteinas no calentadas, el tratamiento térmico tuvo un efecto diferencial respecto a la
cantidad de aceite separado dependiendo de la proteina utilizada en preparar la emulsion.
Los resultados se muestran en la Figura 41, en ella puede verse que, con la dispersion
calentada de ASN se obtienen emulsiones que liberan una cantidad de AS% comparable a
la obtenida con el ASN no calentado. Esto estd de acuerdo con la invariabilidad en el

tamafio de las gotas con el tratamiento térmico.
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Por el confrario, empleando dispersiones calentadas de PSS,,45 ¥ PSS,c45 se obtienen
emulsiones que separan cantidades de aceite significativamente menores, lo que esta de
acuerdo con el aumento de la estabilidad frente al cremado (disminucion significativa en
los valores de K, Figura 39b), reduccién en el tamafio de gota y el aumento en grado de
hidratacion. También puede deberse a la naturaleza del film interfacial y la existencia de
fléculos mas estables. Finalmente la emulsiéon preparada con PST,. 55 calentado libera una
cantidad de aceite significativamente mayor lo que se explica por la formacion de
agregados proteicos mediados por calcio que forman un film més débil que retiene una

menor cantidad de aceite.

. [ Sin calentar d
5| [ Calentado

ASN  PSSyq45 PSSycus5 PSTaess

Figura 41: Aceite separado (AS%) de emulsiones o/w preparadas con 1,0 mg de proteina/ml. Sin calentar y
Calentado: Indica que las emulsiones fueron preparadas con las dispersiones proteicas en forma directa o
luego de haber sido tratadas térmicamente a 100°C durante 5 min.

6.6 Conclusiones parciales

Las emulsiones preparadas con los sueros deshidratados tienen menor estabilidad que las
preparadas con proteinas aisladas. Entre los sueros deshidratados el suero de tofu
liofilizado o secado térmicamente permite una mayor formacion de area interfacial dando
emulsiones con gotas mas pequefias y menos floculadas, que forman una fase crema mas
hidratada y son mas estables frente al almacenamiento dando una menor coalescencia y

liberando una menor cantidad de aceite. L.a mayor estabilidad lograda con el suero
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industrial puede atribuirse al estado de desnaturalizacién de las proteinas y al mayor
contenido de carbohidratos unidos a ellas con respecto a las presentes en el suero de
laboratorio. Ademas en el suero industrial el mayor contenido de calcio pueden contribuir a
la formacién de un film interfacial mas fuerte dando emulsiones mas estables.

El secado térmico a baja temperatura de ambos sueros reduce su capacidad de formar y
estabilizar emulsiones, de forma mas notable en el suero de soja secado térmicamente
debido a la mayor reduccion en la solubilidad de sus proteinas respecto del suero de soja
liofilizado. Por el contrario el tratamiento térmico del suero de soja liofilizado en
condiciones anhidras mejora notablemente su capacidad emulsionante. Las proteinas
aisladas con acetona a partir de esta ultimo resultan menos solubles que las proteinas
aisladas de forma equivalente (con acetona) desde suero de soja. Pese a esta menor
solubilidad dan emulsiones mas estables ligando una mayor cantidad de agua en la
interfase debido a su mayor grado de glicosilacién.

Cuando se analiza el efecto del tratamiento térmico de las proteinas en dispersiones
diluidas sobre la formacién de emulsiones se encuentra que la estabilidad se reduce cuando
se utiliza proteinas de suero de tofu aisladas ya que la aplicacion de un tratamiento térmico
en presencia de calcio induce la formacion de agregados que forman peliculas menos
resistentes a la coalescencia y a liberaciéon de aceite. Por el contrario, la estabilidad
aumenta para las proteinas aisladas por precipitacion con acetona o con sulfato de amonio
a partir de suero de soja a pH 4.5, siendo esta ultima la que, luego del tratamiento térmico,

exhibe las mayores mejoras en la estabilidad global y libera la menor cantidad de aceite.
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Efecto crioprotector de sueros

Como se detallo en 2.15.1 se realizaron estudios a corto tiempo de almacenamiento congelado
a fin de evaluar la actividad crioprotectora de los sueros de soja y de tofu sobre emulsiones
o/w preparadas con otras proteinas diferentes a las de suero como emulsificantes. Se eligieron
dos proteinas modelo las cuales exhiben diferentes grados de desestabilizacién al ser
sometidas a un proceso de congelacion-descongelacion. Comenzaremos analizando las
posibles combinaciones entre los agentes emulsionantes ASN o caseinato de sodio (CS) y los
crioprotectores (STST o SSL) para establecer cual crioprotector funciona mejor para un dado
agente emulsificante.

Para ello se prepararon emulsiones con CS a las que se les agregé SSL o STST como agente
crioprotector y emulsiones equivalentes empleando ASN sobre las que se ensayo SSL o STST
como agente crioprotector. Sobre estas ultimas emulsiones se estudiaron las cinéticas de
congelamiento. Se utilizO como control a sacarosa en cantidades equivalentes a los

crioprotectores ensayados por ser este azicar el mas abundante en los sueros.

7.1 Cinética de congelamiento

Como se detalld en 2.15.2 se determino la cinética de congelamiento de las emulsiones de
estudio empleando termocuplas ubicadas en el centro y en la periferia de los frascos
contenedores a fin de registrar los cambios térmicos en estas dos posiciones. Respecto a la
periferia se hallo que el enfriamiento fue mas lento en el centro de los frascos aunque las
diferencias halladas entre ambos puntos rondaron los 0,2°C.

En la Figura 42 se muestra la historia térmica de la emulsion control sin el agregado de
crioprotector en la que las principales etapas y puntos de interés se indican con lineas de
tendencia y numeros. Lo primero que se observa es el enfriamiento de la emulsion (indicada
con una linea de tendencia roja y con el numero 1). Este enfriamiento sucede con una
velocidad de 0,74 £ 0,1 °C/min. alcanzando en el punto de subenfriamiento una temperatura de
-3,1 £ 0,2°C luego de 34 £ 1 min. Tres minutos después, se registra un aumento proximo a 3°C
debido al proceso de nucleacion (numero 2) en donde el agua en estado liquido meta estable
por debajo de su punto de congelacion se convierte en hielo liberando calor.

A partir de este punto comienza el congelamiento de la emulsion (linea de tendencia verde,

numero 3). Durante esta etapa se observan en el grafico varios cambios en la pendiente en la
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medida que la cantidad de agua no congelada se reduce formandose diferentes sistemas
eutécticos. Una comparacion entre la etapa de enfriamiento y de congelamiento, lineas de
tendencia roja y verde respectivamente, muestra que durante el congelamiento la temperatura
se reduce a menor velocidad. Durante el congelamiento la velocidad de enfriamiento se reduce
a 0,10 £ 0,02 °C/min. alcanzando -18,7 = 0,7°C luego de 169 = 1 min. Esta velocidad de
congelamiento < 2°C/min. es considerada lenta y se ajusta a la velocidad esperada para un

congelador doméstico con aire inmovil a -18°C (Cheftel, 1989).

—— Control sin crioprotector
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Figura 42: Cinética de enfriamiento y congelacion de la emulsion ASN sin el agregado de crioprotectores. Se
agregan lineas de tendencia y nimeros para explicar las diferentes etapas (ver texto).

Una vez alcanzada la temperatura mas baja del congelador comienzan las tipicas oscilaciones
térmicas de todo equipo de refrigeracion, en donde se observa un incremento de la temperatura
debido al ingreso de calor a través del aislamiento, seguido de un descenso de la temperatura
cuando el equipo reestablece la temperatura seleccionada. Dichas oscilaciones se ubican entre
-18,7 £0,7°C y -14,5 £ 0,5°C repitiéndose cada 49,7 + 3,0 minutos, y se indican en la Figura
42 como “ciclo”. Estas oscilaciones o ciclos térmicos superiores a 4°C cada 50 min.
promueven el fenomeno de recristalizacion en donde los cristales mas grandes y estables

crecen a expensas de los mas pequenios (Cheftel, 1989).
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En las emulsiones, el agregado de crioprotector reduce el subenfriamiento a -3,3 + 0,2°C
siendo este un valor comparable respecto a la emulsion control, y se atribuye a las bajas
cantidades de crioprotector utilizadas (< 5,0% en la emulsion final). Las cinéticas de
congelamiento con agregado de diferentes crioprotectores fueron similares, lo cual es
esperable debido a que la velocidad de enfriamiento depende de las caracteristicas del equipo
congelador. Se hallaron pequefias variaciones entre las historias térmicas de algunas muestras
las cuales pueden atribuirse a la ubicacion relativa de los diferentes frascos dentro del
congelador.

Experimentos de congelamiento en DSC realizados con emulsiones con agregado de sacarosa
(datos no mostrados) mostraron que, en la medida que se aumenta la cantidad de sacarosa
agregada a una emulsién se observa un mayor subenfriamiento debido a que el azucar
interfiere con la nucleacion y retrasa la formacion de los cristales de hielo. En estos ensayos se
midio la entalpia de fusion del hielo formado mostrando una menor formacion de hielo debido
a la presencia del crioprotector. A la maxima concentracion de sacarosa utilizada (2,5% p/p en
la emulsion final) se observo una reduccion adicional del subenfriamiento =~ -2°C en tanto que
la reduccion en la formacion de hielo debido a la presencia de sacarosa se encuentra en el
rango 10-15%. En los ensayos de congelamiento analizados en este trabajo, debido a la baja
velocidad de enfriamiento y a las amplias oscilaciones térmicas, estas diferencias entre
muestras sin y con crioprotectores no resultan significativas, pudiendo asumir que los cambios

que analizaremos se deben exclusivamente al almacenamiento.

7.2 Estudios de crioproteccion a tiempos cortos de
almacenamiento congelado

7.2.1 Ensayos con emulsiones de caseinato de sodio

Sobre las emulsiones sin congelar y sobre aquellas sometidas al proceso de congelacion-
descongelacion (CD) se determind la DTP y a partir de los parametros obtenidos se calculo:

GF%, GC% midiéndose de forma independiente el AS%.
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Emulsiones CS iniciales no congeladas: En las emulsiones preparadas con CS no se detecta
aceite separado en la emulsion inicial indicando que, el film interfacial formado durante la
homogeneizacion, es capaz de retener la totalidad del aceite incorporado. EIl aceite
incorporado en la emulsion se encuentra emulsificado formando gotas con un rango de
diametros comprendidos entre 0,1 y 2,0 um.

En la emulsion inicial de CS no se observan modificaciones en las DTP cuando se agrega
sacarosa a todos los niveles equivalentes ensayados (sacarosa 0,3; 0,5; 1,67 o0 2,5% p/p), SSL
en los dos niveles analizados (1,0 o 5,0%) o STST al 1,0% p/p sin diferencias cuando las
medidas fueron realizadas en ausencia y presencia de SDS, lo cual indica la ausencia de

floculos (Figura 43).

10
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Figura 43: Distribucién de tamaiio de particula de la emulsion caseinato de sodio (CS) control (sin crioprotector)
y con agregado de suero de tofu secado térmicamente (STST). Se indican las concentraciones de STST utilizadas
en la emulsion final.

Los valores de D3> y D43 para las emulsiones CS fueron de 0,54 + 0,01 y 0,81 £+ 0,02 pm,
respectivamente, resultados concordantes con los obtenidos en trabajos previos (Palazolo y
Wagner, 2007). Se toma como control a la emulsion sin crioprotector no congelada y como

referencia a la emulsion congelada.
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El agregado del STST al 5,0% p/p sobre la emulsion CS produce no solo la aparicion de un
hombro en el rango 7-70 um (Figura 43), sino que ademas se observa otra poblacion de
particulas en el rango submicronico menores a 0,2 um. En presencia de SDS las emulsiones
CS a las que se agrega STST al 1,0 y 5,0% p/p dan valores de D43 de 0,85 £ 0,01 y 2,40
0,88 pum respectivamente. El incremento en el D43 para esta ultima respecto de la emulsion

control rondd el 200%. Estas diferencias son atribuidas tanto a la presencia de fléculos como

de agregados insolubles.

Emulsiones CS congeladas durante 1,5 a 28 dias: Para la emulsion CS referencia se observa
un aumento de la coalescencia durante el almacenamiento (entre 1,5 y 28 dias). Los
porcentajes de C% son 40,6; 56,4 y 462,7% para 1,5; 7 y 28 dias respectivamente.

Luego de 28 dias de almacenamiento congelado (Figura 44) el pico mayoritario de particulas
se desplaza levemente hacia menores didmetros en presencia del agente defloculante, resultado

consistente con la presencia de floculos.
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Figura 44: Distribucién de tamaifio de particula de la emulsion caseinato de sodio control (sin congelar) y de las
emulsiones tomadas como referencia sometidas a un almacenamiento congelado a -18°C durante 28 dias. Se
indica si la medida fue realizada en ausencia (- SDS) o presencia (+ SDS) de detergente.
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Pese a ello, la emulsion descongelada, no evidencia separacion gravitacional y el AS% es <1,0.
Las emulsiones sometidas al almacenamiento congelado también presentan una poblacién de
particulas en el rango sub-micronico (entre 0,1 y 0,2 um) no observado en la emulsion sin
congelar. La presencia de particulas en este rango podria atribuirse a la insolubilizacion de
sub-micelas no adsorbidas por efecto de la congelacion.

Cabe mencionar que durante el proceso de congelacion, el agua cristaliza y se produce
consecuentemente la crioconcentracion de los componentes en la fase acuosa con un notable
incremento de la fraccion masica de fase dispersa en la fase acuosa no congelada lo que
favorece la agregacion de las gotas (McClements, 2004). En la solucion crioconcentrada la
concentracion de sales puede incrementarse hasta 10 veces (y la fuerza idnica atiin mas),
reduciendo el apantallamiento de las interacciones electrostaticas repulsivas entre gotas. Lo
que induce procesos de agregacion que pueden conducir finalmente en la coalescencia de la
emulsion (Ghosh y Coupland, 2008).

En estos ensayos la fraccion masica de fase dispersa usada fue relativamente baja razon por la
cual el estrés asociado a la cristalizacion de hielo no tiene un efecto tan marcado. En forma
comparativa emulsiones de caseinato preparadas a la misma concentracion de muestra (2% p/p)
y Op similar, pero utilizando n-hexadecano como fase dispersa en vez de aceite refinado de
girasol mostraron una alta estabilidad, sin separacion de fase dispersa, aunque en dicho caso el
tiempo de almacenamiento congelado fue significativamente menor (Ghosh y col., 2006).
Luego del proceso de congelacion y un almacenamiento congelado de 28 dias a -18°C la
emulsion congelada exhibe desestabilizacion, debido a la aparicion de dos poblaciones
minoritarias de particulas en los rangos de tamano 10-40 y 70-200 um (Figura 44). Estas
poblaciones permanecen cuando la DTP se mide en presencia de SDS, por lo que
corresponderian a gotas mas grandes debido a la coalescencia.

El agregado de crioprotectores tiene como finalidad reducir la desestabilizacion sufrida
durante los procesos de congelacion y almacenamiento congelado. Como vimos durante el
almacenamiento la desestabilizacion es por coalescencia. Los valores de coalescencia de las
emulsiones CS con o sin el agregado de crioprotectores a diferentes tiempos de
almacenamiento se encuentran en la Tabla 43.

Respecto a la emulsion CS control el agregado de ambos sueros ensayados (STST o SSL) en

cantidades masicas iguales o de sacarosa en concentraciones equivalentes produce los
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siguientes efectos: 1) La adicion de ambos sueros deshidratados o de sacarosa estabiliza las
emulsiones frente a la coalescencia durante el almacenamiento congelado (Tabla 43); 11) la
C% de las emulsiones conteniendo cualquiera de los crioprotectores es significativamente
menor (p<0,05; Tabla 43) que el valor alcanzado por la referencia; 111) el AS% fue <1,0 para
todas las emulsiones, independientemente de la concentracion y el tipo de crioprotector
ensayado.

Los resultados indican que, para un dado crioprotector y concentracion ensayada, la C%
presenta una clara tendencia: aumenta con el tiempo de almacenamiento congelado. La

aparente disminucion para el caso de SSL 5,0% se encuentra dentro del error experimental.

Tabla 43: Coalescencia hallada para las emulsiones caseinato de sodio congeladas sin crioprotector (referencia) y
con el agregado de diferentes crioprotectores. Se indican los tiempos de almacenamiento a -18°C. Las
concentraciones de sacarosa equivalentes fueron ubicadas debajo de cada suero.

Tiempo de almacenamiento congelado (dias)
Crioprotector

1,5 7 28

Referencia

40,59 +£6,94%

56,42 +3,50%

462,72+ 13,967

STST 1,0%

24,13 + 6,08",

27.95+2.41°%

80,50 +1,91°%

Sacarosa 0,3 %

8.23 +2.96°

11,10 £3,09¢

43,64 £4.27°5,

STST 5,0 % 20.19+9.10*%, 35,75 +2.91¢ 92,34 + 38 33",
Sacarosa 1,67 % 530+2,18°, 7.29 +2,93°%, 9.85+3,099,
SSL 1,0% 7.11+ 1,20, 8.10 £ 1,98 15.21 +1.20%,
Sacarosa 0,5% 6.36+ 1,88°, 7.29 +1,94°, 20,88 +2.335
SSL 5,0% 529+ 1,84 449 + 1,825 3,68+ 1,065,
Sacarosa 2,5% 4,11+ 1,96 530+ 1,84°% 5.85+1,09%

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna;
nuimeros subindices diferentes en una misma fila indican valores medios significativamente diferentes (p<0,05).

Si comparamos el desempefio de los sueros vemos que los incremento en la C% solo llegan a

ser significativamente superiores luego de 28 dias de almacenamiento para ambas
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concentraciones de STST o cuando se agrega SSL al 1,0%, (p<0,05; Tabla 43). No se
observan cambios significativos en la C% empleando 5,0% de SSL.

Cuando se analiza el efecto de la concentracion sobre la C% durante el almacenamiento se
observa, para el caso de la sacarosa que un incremento en la concentracion se traduce en una
menor coalescencia. Entre 1,5 y 7 dias de almacenamiento congelado, la sacarosa resulta
mejor crioprotector que el STST logrando niveles de C% significativamente menores que los
respectivos valores alcanzados con concentraciones equivalentes del suero industrial. Es mas
un incremento en la concentracion del STST se traduce en un aumento de la C% de manera
significativa luego de 7 dias de almacenamiento congelado (p<0,05: Tabla 43). Por el
contrario en ese mismo periodo de tiempo de almacenamiento congelado los niveles de C%
resultan comparables entre sacarosa y SSL para ambos niveles ensayados.

Esta tendencia se confirma luego de 28 dias de almacenamiento, siendo los valores de C% con
el STST comparables entre si y significativamente mayores a los obtenidos con
concentraciones equivalentes de sacarosa. Por el contrario el SSL se desempefia mejor que la
sacarosa dando -con ambos niveles de SSL- valores de C% significativamente menores a los
obtenidos con cantidades equivalentes de sacarosa (p<0,05; Tabla 43).

Comparando los sueros entre si para todos los tiempos de almacenamiento y concentraciones
ensayadas hallamos que, los niveles de C% obtenidos con SSL resultan significativamente
menores respecto a los obtenidos con iguales niveles de STST.

Cabe mencionar que, los tres crioprotectores ensayados (STST, SSL y sacarosa) fueron
inicialmente disueltos en buffer fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0. En todos los casos el tiempo de
solubilizacion crecid con la concentracion, siendo la sacarosa la que se solubilizd con mayor
facilidad, seguida del SSL y el STST. La menor solubilidad de este ultimo puede atribuirse
tanto a diferencias composicionales como a los tratamientos térmicos requeridos para su
obtencion.

Sin embargo el poder crioprotector en la emulsion depende no solo de la solubilidad en el
buffer sino de la capacidad de integrarse a la emulsion lo cual es funcion de la habilidad del
crioprotector de interaccionar con la proteina formadora de la emulsion. Los resultados
muestran que el STST no es incorporado por la emulsion CS de manera eficaz, produciendo
un notable incremento en los valores de D45 lo que ademas, se traduce en una mayor

dispersion entre los replicados (Tabla 43).
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La Figura 45a detalla los porcentajes de coalescencia hallados en emulsiones CS a las que se
agregd SSL o cantidades equivalentes de sacarosa como crioprotector luego de diferentes
tiempos de almacenamiento congelado. Se observa que, en la medida que se aumenta la
cantidad de crioprotector utilizado disminuye el grado de coalescencia. Aunque inicialmente
(1,5 dias de almacenamiento) la sacarosa tiene un desempeno comparable a cantidades
equivalentes de SSL, luego de 28 dias de almacenamiento los resultados son evidentes: el SSL
produce una mayor reduccion de la coalescencia respecto a niveles equivalentes de sacarosa y
utilizando 5,0% de SSL la coalescencia luego de 28 dias resulta comparable a la hallada al

comienzo del almacenamiento.
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Figura 45: Porcentajes de coalescencia hallados en emulsiones caseinato de sodio almacenadas a -18°C a) Con
suero de soja liofilizado (SSL) o sacarosa (Sac.) equivalente. b) Con diferentes niveles sacarosa. Letras diferentes
sobre las barras indican valores medios significativamente diferentes entre muestras

En la Figura 45b se muestran los resultados obtenidos con diferentes concentraciones de
sacarosa. Los resultados indican que la coalescencia aumenta con el tiempo de
almacenamiento y se reduce con el aumento en la concentracion de sacarosa.

El incremento en las diferencias con el tiempo de almacenamiento sienta las bases para
confirmar estos hallazgos con ensayos de almacenamiento a tiempos mas largos.
Adicionalmente la menor solubilidad del STST sugiere que seria conveniente la inclusion de
una menor concentracion para el caso del STST.

En la Figura 46 se muestran las DTP de emulsiones de CS medidas con y sin SDS luego de 28

dias a -18°C. Se puede observar que el SSL tiene un efecto positivo sobre la estabilidad de la

216



Efecto crioprotector de sueros

emulsion, ya que inhibe la formacion de particulas grandes que se observan en la referencia
congelada sin crioprotector.

La DTP de la emulsion conteniendo SSL resulta similar a la de sacarosa, ya que ambas
exhiben un unico pico en un rango de didmetros de particula similar al de la emulsion control
(Figura 46a). Ademas, los crioprotectores parecen haber inhibido la formacion de particulas en
el rango submicronico (0,1-0,2 um) que aparecen en la referencia congelada sin crioprotector
y que se atribuirian a particulas insolubles de caseinato formadas durante el almacenamiento
congelado. En presencia de SDS, las DTP resultan similares a las medidas en ausencia del

detergente, acorde a la ausencia de floculos en la emulsion (Figura 46b).
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Figura 46: Distribuciones de tamafio de particula (DTP) de emulsiones caseinato de sodio congeladas durante 28
dias sin crioprotector, con SSL (5.0% p/p) o con sacarosa (2.5% p/p). Las DTP se midieron en ausencia a) y
presencia b) de 1.0% p/v de SDS. Con fines comparativos, también se incluyé la DTP del control sin congelar.
Las abreviaturas son las de la Figura 45.
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Los porcentajes de coalescencia (C%) luego de 28 dias de almacenamiento congelado
obtenidos para las emulsiones CS con STST, SSL o cantidades equivalentes de sacarosa se

muestran en la Figura 47.

Referencia STST1,0% STST50% Sac0,3% Sac1,67%

~500 |462,7 A

Referencia SSL1,0% SSL5,0% Sac05% Sac.25%
28 dias almacenamiento congelado

Figura 47: Porcentajes de coalescencia (C%) de emulsiones CS almacenadas a -18°C durante 28 dias (Referencia)
en ausencia de crioprotectores, con STST, SSL y niveles equivalentes de Sac. Las abreviaturas son las de las
Figuras 43 y 45. Los valores de C% se hallan sobre cada barra. Letras diferentes sobre las barras indican valores
medios significativamente diferentes entre muestras

Para poder comparar se toma como referencia a la emulsion (sin crioprotector) congelada
durante el mismo tiempo. El desempefio del STST es significativamente inferior (mayores
valores de coalescencia) respecto al hallado para niveles equivalentes de sacarosa (p<0,05;
Figura 47a). Debido a la menor solubilidad del STST las diferencias con sacarosa resultan
menores a bajas concentraciones. La relacion C%(STST)/C%(sacarosa equivalente) disminuye
de 9,4 a 1.8 al bajar la concentracion de STST del 5,0 al 1,0% respectivamente.

Los resultados muestran que SSL tiene un desempeiio como crioprotector significativamente
mayor respecto a cantidades masicas iguales de STST o concentraciones equivalentes de
sacarosa (p<0,05; Figura 47). Las mayores diferencias se obtienen a la mayor concentracion
en la que los valores para C% son 3,68 £ 1,06 y 5,85 £ 1,09% para SSL y sacarosa

respectivamente.
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Al 1gual que las sales, los azicares pueden modificar la cantidad de hielo formado en una
emulsion sometida a congelacion. Cuando las emulsiones son congeladas en ausencia de
crioprotector, se observa desestabilizacion, principalmente por coalescencia aunque la
magnitud de la desestabilizacidon no fue la suficiente como para producir liberacion de aceite
(“oiling off”), acorde al valor muy bajo de AS% (<1,0) registrado para la emulsion tomada
como referencia. La adicion de azicares, aun en pequeiias cantidades, puede incrementar
significativamente la estabilidad de una emulsién frente a la congelacion.

Ghosh y col. (2006) observaron que, el porcentaje de aceite separado en emulsiones de n-
hexadecano estabilizadas con caseinato de sodio disminuy¢ del 27,0 al 2,0% al incrementar el
contenido de sacarosa de 0 a 2,0% p/p. Palazolo y Wagner (2007) observaron una tendencia
similar en emulsiones preparadas con diferentes muestras proteicas (aislados de soja y
caseinato de sodio), utilizando glucosa y sorbitol como crioprotectores. En ambos estudios, la
fraccion volumétrica (o masica) fue superior al de las emulsiones utilizadas en estos ensayos
de corto tiempo de almacenamiento congelado.

Se han postulado distintos mecanismos para la crioproteccion ejercida por un azucar. Los
azucares incrementan la fraccion de agua no congelable, y por lo tanto, el volumen de fase
acuosa disponible para que las gotas ocupen durante la congelaciéon. El incremento del
volumen de fase acuosa, reduce los efectos negativos debidos a la crioconcentracion. Por otro
lado, las moléculas de azucares pueden formar enlaces de hidrogeno con las moléculas de
proteina adsorbida previniendo la deshidratacion del film interfacial. Adicionalmente y debido
a esta tendencia a interaccionar con las moléculas de proteina adsorbidas, los azticares pueden
incrementar su estabilidad conformacional, reduciendo la tendencia a la agregacion (Carvajal
y col., 1999). Finalmente las moléculas de azucar, son capaces de alterar el tamafo y la
morfologia de los cristales de hielo formado en las emulsiones congeladas. Como
consecuencia de ello, los cristales formados podrian tener menor tendencia a producir la
ruptura del film interfacial que rodea a las gotas (Hartel, 2001).

Cabe mencionar que el SSL no solo contiene azicares (principalmente sacarosa, estaquiosa y
rafinosa) sino también las proteinas del suero, los inhibidores de tripsina (ITK e ITBB) y la
hemaglutinina o lectina, que permanecen solubles durante la precipitacion isoeléctrica de las

globulinas de reserva (Sorgentini y Wagner, 1999). Como las dispersiones conteniendo estos
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componentes son agregadas a la emulsion ya preparada es posible que, algunas de ellas,
queden junto a una parte del CS como proteinas no adsorbidas en la fase acuosa.

Ghosh y col. (2006) observaron que la estabilidad de emulsiones de caseinato de sodio frente a
la congelacion se incremento al aumentar el porcentaje de proteina no adsorbida, manteniendo
constante la fraccion masica de fase dispersa. Es poco probable que el efecto sea atribuido a
una disminucion de la cantidad de hielo debido a que las proteinas tienen un peso molecular
elevado en relacion a los azucares, de esta manera las moléculas no adsorbidas de proteina
entre la superficie de dos gotas podrian promover una interaccion estérica repulsiva de corto
rango, que evitaria que las gotas interaccionen, lo que aumentaria la estabilidad frente a la

coalescencia (Ghosh y col., 2006).

7.2.2 Ensayos con emulsiones de aislado nativo de soja

Emulsiones ASN iniciales no congeladas: La emulsiéon inicial no congelada preparada con
ASN al 2,0% p/p en buffer fosfato y aceite refinado de girasol (¢, = 0,33) se caracteriza por su
elevada viscosidad. En la emulsion inicial no se encuentra aceite libre, lo que demuestra que el
film interfacial formado durante la homogeneizacion es capaz de retener en forma efectiva el
aceite incorporado en la emulsion. Esta emulsion inicial no congelada en ausencia de SDS
(Figura 48a) exhibe un comportamiento bimodal caracterizado por la presencia de dos
poblaciones superpuestas en el rango de 2-200 pm con valores de D3> y Dy3de 890+ 0,77 y
19,45 £ 2,21 um, respectivamente.

La micrografia de esta emulsion inicial sin SDS (Figura 48b) muestra la presencia de gran
cantidad de floculos y de gotas no asociadas. Los resultados se corresponden con la presencia
de una gran cantidad de floculos estables en las condiciones de medida, los cuales fueron
formados por el mecanismo de puenteo (Thanasukarn y col, 2004a).

Posteriormente se agrega SDS para desplazar las proteinas de la interfase e inducir la repulsion
electroestatica entre las gotas debido a la carga negativa (Smulders y col., 1999), lo cual
produce la eliminacion de los floculos que se evidencia mediante el analisis por difraccion y
por el cambio en el aspecto microscopico. La DTP de la emulsion ASN con SDS se vuelve
monomodal y exhibe una DTP caracterizada por una unica poblacion de particulas con un Dy 3

en presencia del detergente de 1,73 + 0,01 um (Figura 48a). En la Figura 48c se confirman
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estos resultados al observar que en presencia de detergente se desarman los floculos adoptando

un aspecto mas homogéneo.
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Figura 48: a) Distribucién de tamafio de particula (DTP) de la emulsion control ASN 2,0% p/p con y sin SDS.
b-c) Micrografias dpticas (400x) de la emulsion control ASN sin congelar. b) Sin SDS. ¢) Con SDS.

El ASN esta formado por las globulinas de almacenamiento 7S (B-conglicinina) y 11S
(glicinina) de alto PM las cuales tienen una compleja estructura cuaternaria (Yamauchi y col.,
1991), teniendo esta ultima la capacidad de agregarse en condiciones de alta fuerza i6nica. Por
ello, durante la etapa de homogeneizacion a alta presion la adsorcion de los agregados
proteicos sobre las gotas de aceite formadas (nueva interfase) puede llegar a ser el proceso que
determine la velocidad de formacion de floculos por el mencionado mecanismo de puenteo.
Las emulsiones preparadas con altas concentraciones de proteinas (3,0% p/p en condiciones de

fuerza 16nica similares) también resultaron floculadas (datos no mostrados).
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Por lo dicho, la concentracion de emulsificante no resulta limitante durante el proceso de
homogeneizacion ya que existe cantidad suficiente de proteina para cubrir la interfase formada.
Emulsiones conteniendo ASN no floculadas fueron obtenidas de manera eficiente cuando la
preparacion se realizo en condiciones de baja fuerza ionica utilizando la misma concentracion
de proteina, presion de homogeneizacion en las valvulas y la misma fraccion masica de aceite
(Palazolo y col., 2011). Este hecho refleja el notable efecto de la alta fuerza ionica sobre la
capacidad de agregacion de las gotas de las emulsiones estabilizadas con ASN.

El agregado de SSL (1,0 o 5,0% p/p) o cantidades de sacarosa (0,3; 0,5; 1,67 o 2,5% p/p de
sacarosa) no producen cambios en las DTP (datos no mostrados).

Sin embargo cuando se realiza el agregado de STST se observa un ligero aumento en los
valores de D,; en la medida que se incrementa la concentracion de STST. Los D43 en
presencia de SDS son 1,92 £ 0,01 y 2,40 + 0,58 um cuando se agregd 1,0 o 5,0% p/p de STST
en la emulsion final, respectivamente.

Los cambios debidos al agregado de STST en ausencia de detergente se evidencian en la

Figura 49.
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Figura 49: a) Distribucién de tamafio de particula de la emulsion ASN control y con el agregado de agregado de
STST al 5.0% p/p en la emulsion final. —SDS: Indica que la emulsion fue analizada en ausencia del detergente. b)
Micrografias opticas (400x) de la emulsién ASN sin SDS con STST al 5,0%.

En la Figura 49a se observan las diferencias en ausencia del detergente entre la emulsion

control y con el agregado de STST a la maxima concentracion. Con agregado de STST al
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5,0% se observa un pequefio hombro ubicado en la zona de 100 um lo que se traduce en el
incremento en el valor de Dy ;.

Debido a la naturaleza de los componentes que forman la emulsion asi como a la presencia de
fibra, proteinas y calcio aportado mayormente por el STST se postula que este hombro podria
ser atribuido a particulas insolubles que forman agregados o floculos de tamafio variable. El
comportamiento diferencial observado entre las emulsiones CS y ASN cuando se agrego
STST puede atribuirse a la mayor tendencia del ASN a formar floculos y agregados con el
calcio aportado por el STST respecto de CS. La micrografia de esta emulsion corrobora estos

resultados (Figura 49b).

Emulsiones ASN congeladas durante 1,5 a 28 dias: Los trabajos de congelacion realizados con
este tipo de emulsiones muestran que, las mismas son muy inestables a los procesos de CD.
Por esta razén se decidid analizar primero los cambios ocurridos tras un breve
almacenamiento congelado y posteriormente analizar los cambios producidos durante un
almacenamiento mas prolongado.

La emulsion ASN referencia (sin crioprotector) sometida a un proceso de CD y almacenada a -
18°C durante un breve periodo de tiempo (1,5 dias) se desestabiliza marcadamente. En las
DTP sin o con SDS se encuentra una poblacion de particulas de diametros mayores a 100 um,
lo cual indica un avanzado proceso de coalescencia (Figura 50). Los D43 hallados para esta
emulsion son 44,18 £ 3,37 y 141,98 + 8,12 um con y sin SDS respectivamente.

En las emulsiones congeladas las interacciones entre gotas se incrementan notablemente,
particularmente en aquellas que forman floculos, por esto es esperable un alto valor de
coalescencia en emulsiones inicialmente floculadas. Este es el caso de la emulsion referencia
en donde la C% luego de un almacenamiento de 1,5 dias alcanza un valor de 24233
manteniéndose practicamente constante durante el almacenamiento. El GF% hallado para la
emulsion ASN control sin congelar es 1024,3, mientras que para la emulsion tomada como
referencia es 221,3 luego de 1,5 dias a -18°C, alcanzando un valor de 210,1 luego de 28 dias
de almacenamiento congelado.

El elevado grado de coalescencia hallado, junto con la notable reduccion en el grado de
floculacion y la visualizacion de una fase crema luego de un almacenamiento de 1,5 dias

demuestran que, la emulsion ASN control resulta muy inestable frente a la congelacion y
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sugiere que gran parte de los floculos presentes en la emulsion inicial se desestabilizan por

coalescencia durante el almacenamiento congelado, aun a tiempos cortos.

/, | AN Con SDS
8 /| | —+STST1,0%
+ Sac 0,3

Volumen (%)
F= [=2]

0.1 1 10 100 1000

L SN Sin SDS

- +STST1,0%
+Sac 0,3 %

[os]

Volumen (%)
F= [=2]
\I
e

0.1 1 10 100 1000
Tamanio de particula (um)

Figura 50: Distribuciones de tamafio de particula de emulsiones ASN congeladas durante 1.5 dias. +: Indica el
agregado del crioprotector ensayado. Las abreviaturas son las de las Figuras 43 y 45. Las concentraciones de
crioprotector corresponden a las concentraciones finales en la emulsion final.

Para comprender estos resultados debe considerarse que, durante la congelacion el agua forma
cristales de hielo y que la mayor parte de las emulsiones o/w estabilizadas con proteinas son
inestables en ausencia de crioprotectores. Hay varios efectos desestabilizantes para el caso de
emulsiones o/w los cuales pueden ser agrupados en dos categorias importantes. Por un lado la

formacion de hielo determina la formacion de una fase no congelada; dicha fase se caracteriza
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por estar concentrada en todos los solutos, lo que promueve un importante incremento en la
fuerza 16nica. Por otra parte, el volumen de la fase dispersa se incrementa en la medida que la
cantidad de agua liquida se reduce durante el proceso de congelacion. La fraccion masica de
aceite (o fraccion volumétrica de aceite) en el estado congelado puede aproximarse a un
empaquetamiento compacto para el caso de emulsiones tipicas. La floculacidn, coalescencia y
posteriormente el aceite liberado son favorecidos cuando las gotas de aceite son forzadas a
aproximarse entre si (Ghosh y Coupland, 2008; McClements, 2004; Thanasukarn y col.,
2004a). En la mayor parte de las emulsiones se espera que el GF% se incremente durante el
congelamiento y posterior almacenamiento congelado, sin embargo como se menciond para
estas emulsiones floculadas el mecanismo de desestabilizacion es mediado por coalescencia.
Por ello serd esperable una disminucion en el GF% tras la congelacion y durante el
almacenamiento congelado.

El agregado de crioprotectores tiene como finalidad reducir la desestabilizacion sufrida
durante los procesos de congelacion y almacenamiento congelado. En la Figura 50a puede
verse que, en las emulsiones con agregado de crioprotector, al ser congeladas y almacenadas
un corto tiempo exhiben una DTP similar al de la emulsion control (Figura 48a). En ausencia
del detergente y en forma comparativa con sacarosa equivalente la DTP de la emulsion
conteniendo el STST se encuentra desplazada hacia la region de menor tamano de particula.
Luego de 1,5 dias a -18°C en ausencia del detergente los D43 hallados para la emulsiones
conteniendo STST y SSL al 1,0% en la emulsion final fueron 20,65 + 0,03 y 22,54 + 0,80 pum,
respectivamente, mientras que con 5,0% los valores son 19,77 £ 0,05 y 22,20 £+ 2,58 um para
STST y SSL, respectivamente. Estos resultados revelan que, aumentar la concentracion de un
mismo suero ensayado reduce el tamafo de las gotas en las emulsiones descongeladas. En
forma comparativa el STST se desempeinia mejor que el SSL dando una reduccion significativa
del D43 al aumentar la concentracion del STST del 1,0 al 5,0%.

Los datos mostrados en la Tabla 44 muestran que ambos sueros tienen un mayor poder
crioprotector que sus respectivas referencias preparadas con cantidades equivalentes de
sacarosa ya que utilizando los sueros se obtiene emulsiones con valores significativamente
menores de D,3 (p<0,05; Tabla 44). En forma comparativa el STST se desempeina no solo
mejor que sus respectivas cantidades equivalentes de sacarosa sino mejor que el SSL

(obteniendo menores valores de D, ;).
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Tabla 44: Valores de D, ; en ausencia de SDS de emulsiones ASN conteniendo diferentes crioprotectores
almacenadas a -18°C durante los tiempos que se indican. Abreviaturas de las Figuras 43 y 45. Las
concentraciones de crioprotector corresponden a las concentraciones finales en la emulsion final.

Tiempo de Valores de D, ; (um)
almacenamiento (dias)| STST 1,0 % Sac. 0.3 % SSL 1,0 % Sac. 0,5 %
15 20.65+0,03° 4426 +3.37° 22.54+0,80° 29.28+1,96°
7 19,11 +1,32° 44,86 +5,63° 2726 +3,05° 33,96 +2.48°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05).

Se debe notar que mientras que las emulsiones con el STST alcanzan valores de Dg;
comparables para ambos tiempos de almacenamiento, aquellas emulsiones conteniendo el SSL
como crioprotector experimentan un incremento significativo en los valores de este parametro
en la medida que el tiempo de almacenamiento congelado se incrementa (p<0,05; Tabla 44).
Como se menciond, en estas emulsiones floculadas la desestabilizacion se caracteriza por un
marcado descenso en la cantidad de floculos iniciales. Respecto de la emulsion referencia (sin
crioprotectores) el GF% se reduce en 4,63 veces luego de 1,5 dias de almacenamiento
congelado. Por lo dicho la efectividad de un crioprotector dado puede ser evaluada
cuantificando la disminucion en el GF% durante el almacenamiento congelado. Para
emulsiones floculadas sometidas a congelacion un crioprotector sera mejor que otro en la
medida que produzca una menor reduccion en el GF%.

En la Tabla 45 se muestra la evolucion del GF% en funcion del tiempo de almacenamiento
congelado. Puede verse que, tras un breve almacenamiento congelado de 1.5 dias, las
emulsiones conteniendo cualquiera de los crioprotectores ensayados exhiben grados de
floculacion mas elevados que la emulsion congelada durante el mismo tiempo (221,3%),
indicando que el agregado de los crioprotectores reduce la disminucion del GF%. La presencia
de los crioprotectores no evita la formacion de floculos ni la formacion de una fase crema en
las emulsiones. Si se analiza el comportamiento durante el almacenamiento congelado puede
verse que, cuando se utilizan crioprotectores, la floculacién disminuye con el tiempo de
almacenamiento congelado.

Una mayor disminucion del grado de floculacion se asocia con: 1) un mayor grado de
desestabilizacion de la emulsion, fundamentalmente por coalescencia; i1) la formacion de una

crema con un menor grado de hidratacion, dando una emulsion menos estable con una mayor
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tendencia a la separacion de aceite. Se postula que los crioprotectores reducirian la
desestabilizacion por coalescencia probablemente debido a la formacion de una fase crema

hidratada en la que participan los floculos.

Tabla 45: Evolucion del GF% en funcion del tiempo de almacenamiento congelado para emulsiones ASN con
agregado de los crioprotectores indicados. Debajo de cada crioprotector ensayado se halla el correspondiente
control de sacarosa equivalente. Abreviaturas de las Figuras 43 y 45.

Tiempo de almacenamiento congelado (dias)
Crioprotector
1.5 7 14 28

STST 1,0% 11257+ 11,37 1008.,3 + 10,1° 858.6+90.2° 551.6 +6.6°
Sac. 0,3 % 2033,7 +40,7° 15122+ 302" 14058 +28.1° 840.1 + 16,8°
STST 5,0 % 5343+72° 213,1+3.1°¢ 213,1+45° 386,9+2.8°
Sac. 1,67 % 17532+ 193¢ 1303.8 + 14,5¢ 855.6+6,7° 8479+ 7.6°
SSL 1,0% 13692+ 15.2¢ 12671+ 13.6¢ 068.3 +7.9° 755,1 +6.8°¢
Sac. 0,5% 1610,2 +33,5° 1516.6 + 28.6° 870,0 + 16,9° 813,.8+13.4°
SSL 5,0% 1369.2 +8.6° 757.9+45° 767,0+3.1° 683,0+5,9°
Sac. 2,5% 13037+ 9,38 1182,1+ 11.8¢ 013.9+7.6°F 780,0+8.5°¢

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05).

Para analizar los efectos debidos al almacenamiento se toma como referencia el grado de
floculacion alcanzado tras un almacenamiento congelado de 1,5 dias comparando este valor
con el hallado luego de 28 dias. Se observa que, para el maximo tiempo de almacenamiento (4
semanas) la mayor reduccion en el GF% se produce en la emulsion con sacarosa en su nivel
mas bajo (0,3% p/p) en donde se alcanza una reduccion de 2,42 veces. Le sigue en orden
decreciente la sacarosa al 0,5 y 1,67% p/p con reducciones entre 1,98-2,07, mientras que con
2,5% de sacarosa la reduccion del GF% se reduce en 1,67 veces indicando que el aumento en
la concentracion del crioprotector mejora la estabilidad. Si se compara el desempeiio de los
sueros deshidratados respecto a las respectivas concentraciones equivalentes de sacarosa se
encuentra que, SSL se desempefla mejor que sacarosa a la menor concentracion aunque a la

concentracion mas alta sucede lo contrario. Luego de un almacenamiento congelado de 1,5
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dias el GF% es igual para las emulsiones con 1,0 0 5,0% de SSL. Por el contrario luego de 28
dias el GF% con SSL al 5,0% es significativamente menor (referencia SSL al 1,0%) indicando
que un aumento en la concentracion de SSL se traduce en una menor capacidad crioprotectora
(p<0,05: Tabla 45). Para el caso del STST se obtienen mejores resultados respecto a sacarosa
equivalente en todo el rango de concentracion.

En las Figuras 51-53, se muestran las micrografias de emulsiones descongeladas a diferentes
tiempos sin la presencia de SDS. En ellas puede verse claramente que, para una misma
concentracion de crioprotector la cantidad de floculos se reduce con el tiempo de
almacenamiento congelado debido a que los mismos se desestabilizan durante el
almacenamiento. Adicionalmente para un mismo tiempo de almacenamiento la cantidad de

floculos es mayor cuando la cantidad de crioprotector se reduce.

Figura 51: Micrografias opticas (400x) de emulsiones ASN sin SDS congeladas durante 7 dias. a) Con STST
5.0%. b) Con STST 1.,0%. c¢) Con SSL 5.0%. d). Con SSL 1.0%. Abreviaturas de las Figuras 43 y 45.
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Figura 52: Micrografias opticas (400x) de emulsiones ASN sin SDS congeladas durante 14 dias. a) Con STST
5,0%. b) Con STST 1.0%. c¢) Con SSL 5.0%. d). Con SSL 1.0%. Abreviaturas de las Figuras 43 y 45.

Figura 53: Micrografias opticas (400x) de emulsiones de ASN 2,0% p/p sin SDS congeladas durante 28 dias. a)
Con STST 5,0%. b) Con STST 1,0%. ¢) Con SSL 5,0%. d). Con SSL 1,0%. Abreviaturas de las Figuras 43 y 45.
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Para una misma cantidad de crioprotector, se encuentran reducciones en el grado de
floculacion con el tiempo de almacenamiento. Estas reducciones son de mayor magnitud para
el SSL al 1,0% siendo lo mas llamativo el cambio en el aspecto de los floculos.

Los floculos que a los 7 dias de almacenamiento congelados son compactos y opacos al paso
de la luz (Figura 51d) se muestran mas abiertos y transparentes a los 14 dias (Figura 52d).
Finalmente tras 4 semanas de almacenamiento se observa una clara reduccion tanto en la
cantidad y densidad de los floculos con la aparicion de gotas de aceite libre en la emulsion con
SSL al 1,0% (Figura 53d).

En la Tabla 46 se muestran los valores de coalescencia y el aceite separado luego de 28 dias de
almacenamiento congelado. Notese que el STST tiene un mejor desempenio que cantidades
equivalentes de sacarosa y que su performance mejora con el incremento en la concentracion.
Las cantidades de AS% empleando STST son comparables con sacarosa a baja concentracion
pero son significativamente menores a alta concentracion (p<0,05; Tabla 46). Por el contrario
el desempeno del SSL en ningun caso es mejor respecto a cantidades equivalentes de sacarosa
y contrariamente a lo observado con el STST su desempefio empeora con el incremento en la

concentracion.

Tabla 46: Valores de coalescencia (C%) y aceite separado (AS%) de emulsiones ASN congeladas durante 28
dias a -18°C. Abreviaturas de las Figuras 43, 45 y 47.

Emulsiones congeladas| Crioprotector (% p/p) C (%) AS (%)
Referencia | = - 2453.7 0.26+0,01°
1.0 32,1 0,16 +0,02°
STST
5.0 =0 0,10+ 0,01°
0.3 0.7 0,18 +0,02°¢
Sac.
1.67 19.0 0,20+ 0,02¢
1.0 9.0 0,17 +0,03°
SSL
5.0 11,7 0,18 +0,02°
0,5 9.2 0,17 +0,02°
Sac.
2.5 8.5 0,17+0,01°

Valores medios de una misma columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05).
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En la Figura 54 se observan las fotos de las emulsiones ASN descongeladas a la mitad del
periodo de almacenamiento congelado (14 dias).

En las Figuras 54a-c los 2 frascos ubicados a la izquierda de la imagen corresponden a la
emulsion control sin congelar (CSC) y a la emulsion referencia congelada sin crioprotector
(CCSC) usada para cuantificar el efecto de los crioprotectores. Comparando ambas emulsiones
resulta evidente la desestabilizacion experimentada por la emulsion CCSC debido al
almacenamiento congelado con una clara separacion de una fase crema de una fase inferior

acuosa.

Tl

ccsc  SSL1,0% SAC.0,5% CCSC  STST1,0% SAC.0,3%

CCSC  STST5,0% SAC. 1,67 % STST1,0% STST50% SSL1,0% SSL5,0%

Figura 54: Fotografias de emulsiones ASN almacenadas durante 14 dias a -18°C. CSC: Control sin congelar;
CCSC: Control congelado sin crioprotector. Abreviaturas de las Figuras 43 y 45. En cada figura se incluye un
control de sacarosa equivalente al suero analizado. Los niveles de crioprotectores estan expresado como
porcentaje p/p de la masa total de la emulsion.

En la Figura 54a,b se compara el desempefio de SSL al 1,0% con una cantidad equivalente de

sacarosa 0,5% p/p y el de STST al 1,0% con su control equivalente de sacarosa al 0,3%. Con
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SSL la cantidad de fase acuosa y el grado de hidratacion de la crema formada resultan
comparables a la emulsion congelada sin crioprotector tomada. Por el contrario el agregado de
STST reduce la fase acuosa y permite la formacion de una crema que resulta mas hidratada
que su correspondiente control con sacarosa.

En la Figura 54c se observa que el empleo de una mayor cantidad de STST (5,0% p/p)
produce mejores resultados respecto a la emulsion congelada sin crioprotector, a su control
equivalente de sacarosa (1,67% p/p) y a los resultados obtenidos con STST al 1,0% (Figura
54b). Finalmente en la Figura 54d se hace una comparacion entre ambos tipos de sueros
(STST y SSL) a los dos niveles ensayados. En dicha figura se observa que el incremento en la
cantidad de ambos crioprotectores aumenta el grado de hidratacion de la fase crema y reduce
el tamaifio de la fase acuosa separada tras la descongelacion. Adicionalmente se observan
menores diferencias entre ambos niveles de SSL y se evidencia que para ambas

concentraciones el STST tiene un mejor desempeiio respecto a niveles iguales de SSL.

7.3 Estudios de crioproteccion a tiempos largos de
almacenamiento congelado

Los estudios de crioproteccion realizados a tiempos cortos de almacenamiento revelaron que,
en la emulsion CS el SSL resulté mas efectivo como crioprotector que igual cantidad de STST
o cantidades equivalentes de sacarosa. Por el contrario con ASN el STST tuvo un mejor
desempeno como crioprotector superando al SSL o cantidades equivalentes de sacarosa.

Para los estudios a tiempos largos de almacenamiento se eligid este ultimo sistema (ASN-
STST) debido a que: 1) las emulsiones preparadas con ASN son altamente floculadas y por lo
tanto menos estables al almacenamiento congelado; i1) el empleo de STST como crioprotector
resultdé ain mas conveniente que el SSL ya que ademas de permitir la incorporacion de
proteinas de suero glicosiladas los factores antitripticos en este suero se encuentran
inactivados; 111) el aporte de calcio del STST resulta significativamente mayor al aportado por
SSL. Debido a los resultados previos y a la menor solubilidad del STST, para estos ensayos se
amplid el rango de concentraciones incluyendo el agregado de STST al 0,2% p/p en la

emulsion final, agregandose las determinaciones analiticas detalladas en 2.15.2.
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Cinéticas de congelamiento: Cuando se analizaron las cinéticas de congelamiento de las
emulsiones (seccion 7.1) se comentd que, el agregado de crioprotectores aumenta el
subenfriamiento, reduce la cantidad de hielo formado y que una vez alcanza la temperatura
mas baja comienzan las oscilaciones térmicas superiores a 4°C que se repiten cada 50 min.

En la Figura 55 se aprecia que el agregado de STST atin a la menor concentracion ensayada
(0,2% p/p en la emulsion final), reduce drasticamente la oscilacion térmica de 4,2 + 0,6
(emulsion sin crioprotector) a 2,1 £ 0,3°C, indicando que el crioprotector ademas tiene la
capacidad de disminuir las oscilaciones térmicas y consecuentemente la recristalizacion

durante el almacenamiento reduciendo la desestabilizacion de la emulsion.

30
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Figura 55: Cinéticas de enfriamiento-congelacion de emulsiones ASN con agregado de STST al 0.2 y 5,0% p/p.
Las temperaturas fueron medidas con termocuplas de 1 mm de diametro del tipo K colocadas en el centro de la
muestra.

Los estudios de Hartel (1996) y mas recientemente de Phimosiripol y col. (2008), mostraron
que, las fluctuaciones térmicas son responsables del proceso de recristalizacion que ocuiren
durante el almacenamiento en estado congelado y contribuyen a la desestabilizacion de las

emulsiones durante el almacenamiento congelado.
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Emulsiones ASN iniciales no congeladas: La emulsion ASN control (sin crioprotector) resulta
comparable a la analizada en 7.2.2, debido a que es altamente floculada y posee una elevada
viscosidad, presentando en ausencia de SDS un comportamiento bimodal caracterizado por la

presencia de dos poblaciones superpuestas en el rango de 2-200 um (Figura 56).

12
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Figura 56: Distribucién de tamaiio de particulas de emulsiones ASN control (sin crioprotector) o con el agregado
de STST a las concentraciones finales que se indican. + SDS y— SDS: Indica que las medidas fueron realizadas
en presencia o ausencia del detergente respectivamente.

Para esta nueva emulsion ASN se encuentran valores sin SDS de D3> y Dy3 de 9,71 £ 0,09 y
20,03 £ 0,11 pum respectivamente comparables a los hallados para la emulsion analizada
previamente (p<0,05; seccion 7.2.2). La medida realizada con SDS para desplazar las
proteinas de la interfase, inducir la repulsion electroestatica entre las gotas y eliminar los
floculos durante el analisis hizo que la DTP pase a ser monomodal. En estas condiciones la
DTP se caracteriza por la presencia de una unica poblacion de particulas. Los valores de Ds;, y
D43 sonde 0,84 £ 0,01 y 1,06 + 0,01 pm respectivamente.

Como en los estudios de crioproteccion a cortos tiempos de almacenamiento congelado en la
emulsion control no se encuentra aceite libre, lo que indica que el film interfacial formado es

capaz de retener en forma efectiva el aceite incorporado en la emulsion. Las diferencias entre
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las medidas con y sin SDS se corresponden con la presencia de floculos estables en las
condiciones de medida, los cuales fueron formados por el mecanismo de puenteo
(Thanasukarn y col, 2004a). El grado de floculacion porcentual para la emulsion control
calculado a partir de las DTP en ausencia y presencia de SDS es 17,90 £+ 0,20%.

De forma equivalente a los estudios realizados a cortos tiempos de almacenamiento congelado
los crioprotectores STST o sacarosa fueron agregados a la emulsion ASN inicial después del
proceso de homogeneizacion. La presencia de los crioprotectores no modifica en gran medida
la DTP de la emulsion cuando las medidas son realizadas en ausencia de SDS. Cuando se
utiliza sacarosa Ds» y D43 con o sin SDS arrojaron valores comparables sin importar la

concentracion ensayada (p<<0,05; Tabla 47).

Tabla 47: Diametros medios de Sauter (Ds ) y Diametro medios De Brouckere (D, ;) obtenidos de las DTP. Las
determinaciones fueron realizadas sin crioprotector o con el agregado de STST o Sac. Abreviaturas de las Figuras

43,45y 56.

Crioprotector Concentracion - SDS + SDS -SDS + SDS
ensayado (% p/p) D;, D;. Dys D,;
Ninguno | = - 9.71+0,09* | 0.84+0,01*° | 20,03+0,11° | 1,06+ 0,01"

0,066 9.71+0,12* | 0.84+0,01*° | 1920+ 0.48° | 1.05+0,02*

Sac. 0,33 9.69+0,03* | 0.83+0,01* | 1922+0.23° [ 1.06+0,01°
1,67 9.74+0,04* | 0.83+0,01* | 19.31+0,28° [ 1.08+0,01°

0.2 9.46+0,01° [ 0.85+0,01*® [ 19,96+0,09° | 1,07+0,01°

STST 1.0 9.62+0,04* | 0.86+0,01*° | 20,04 +0,13° [ 1,23+0,10°
5.0 9.39+0,08° [ 0.84+001*" [ 19,18 +0,14° | 1,72 +0,04°¢

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes en una misma columna
(p<0.,053).

Sin embargo en presencia de SDS, las DTP exhiben pequefias diferencias en funcion de la
concentracion de STST agregada. Mientras que los valores de Ds» resultan comparables entre
si y con la emulsion control, para el caso de los Ds5 con SDS se encuentra una tendencia
creciente en la medida que la concentracion de STST se incrementa desde 0,2 hasta 5,0% p/p
(p<0,05; Tabla 47). El valor de D43 de la emulsion conteniendo 0,2% de STST es
significattvamente menor respecto al de la emulsion con un 1,0% de STST y este ultimo es a
su vez significativamente menor que el Ds3 de la emulsion conteniendo 5,0% del suero

industrial (p<0,05; Tabla 47). Este comportamiento no es observado cuando se utiliza a la
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sacarosa como crioprotector en una concentracion equivalente. Estos aumentos en los D45 en
presencia de SDS segun el contenido de STST agregado fueron reportado en los ensayos a

corto plazo (seccion 7.2.2).

Emulsiones ASN congeladas durante 1,5 a 130 dias: Seguiremos el esquema anteriormente
usado analizando primero los cambios producidos durante un breve almacenamiento
congelado, para luego abordar los cambios producidos durante un almacenamiento mas
prolongado.

En la Figura 57 se muestran los cambios producidos tras un almacenamiento congelado de 1,5
dias. Puede verse que, respecto al control (sin congelar, curva negra) con un maximo = 10 pm,
el proceso de CD en la emulsion sin crioprotector (curva en rojo), produce una importante
desestabilizacion dando un amplio pico entre 100-900 um en ausencia de SDS (Figura 57a,c)
el cual se resuelve en dos poblaciones con maximos en el rango 0,6-0,9 y 60-90 um con SDS
(Figura 57b.d).

La formacion de una capa de crema coagulada formada por floculos, gotas coalescidas y
proteinas agregadas es consistente con los hallazgos realizados previamente y por otros
autores (Palazolo y Wagner, 2007 y 2010 y Palazolo y col., 2011).

Se observa una mejora en la estabilidad de la emulsion en la medida que se incrementa la
concentracion de STST o sacarosa utilizada; esto se traduce en una mayor proporcion de
particulas de tamafo similar al hallado en la emulsion sin congelar.

Sin embargo, STST presenta un nivel de crioproteccion mayor respecto a la sacarosa. A
concentraciones medias y altas (5,0 y 1,0% p/p equivalentes a 1,67 y 0,33% p/p de sacarosa
respectivamente) la presencia de STST evita la formacion de particulas de gran tamafio (>100
um) tanto en ausencia como en presencia del SDS al 1,0% p/v (Figuras 57a,b). Para el caso de
la sacarosa solo resulta efectiva a la mayor concentracion ensayada (1,67% p/p).

Luego de 1,5 dias en estado congelado el AS% para todas las emulsiones es insignificante
cuando se utiliza STST o sacarosa como crioprotectores, mientras que en ausencia de
crioprotectores la cantidad de AS es 8,0 £ 0,2%.

El agregado de crioprotectores es realizado para reducir al minimo el deterioro debido al

almacenamiento el cual se extendi6 hasta 19 semanas. Los incrementos en los valores de D43
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ensayos realizados a tiempos cortos de almacenamiento y estos ensayos con el

aumento en la cantidad de STST resultan comparables.
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Figura 57: Distribucién de tamaiio de particulas de emulsiones ASN sin congelar (Control) o congeladas
(Referencia) durante 1.5 dias. Las concentraciones de los crioprotectores estan expresadas en la emulsion final.
Colores iguales indican concentraciones equivalentes de crioprotector. a y ¢: Sin SDS. b y d: Con SDS al 1,0%

p/v.

Como se menciono la sacarosa fue la mas facil de solubilizar, mientras que el STST demoro

mas tiempo y la dificultad aumenté con la concentracion. La turbidez observada en las

dispersiones de STST es atribuida a la presencia de fosfato de calcio insoluble y a la proteina
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que, como sabemos reduce su solubilidad debido al proceso de secado. Ademas de las
particulas insolubles hemos postulado la presencia de agregados y la formacion de floculos en
la emulsion. Cabe destacar que si bien estas particulas insolubles presentes en las emulsiones
sin congelar (ubicadas en el rango de 4,0 a 100 um; Figura 56) representan una proporcion
muy baja del volumen total de las particulas su presencia es suficiente para inducir los
incrementos en los valores de los Dy 3. Esto se debe a que éste es un parametro especialmente
sensible a la presencia de particulas de gran tamario.

Cuando se analizan las DTP en ausencia de SDS ambas poblaciones (particulas insolubles y
floculos de gotas) se superponen, lo que explica los valores similares de D43 obtenidos en la
emulsiones ASN en ausencia y presencia del STST en estas condiciones de medida; no
hallandose diferencias significativas entre la emulsién control y con el agregado de
concentraciones medias o bajas de STST (p<0,05; Tabla 47).

En la Tabla 48 se presentan los grados de floculacion en funcion del tiempo de
almacenamiento congelado empleando diferentes crioprotectores. Respecto a la emulsion
control se encuentra que el grado de floculacion disminuye cuando se incrementa la
concentracion de STST en las emulsiones no congeladas (Tabla 48).

Como es bien sabido el GF es un parametro que depende directamente de los valores de D43
con y sin SDS, de esta forma un incremento en los valores de D43 en presencia del surfactante
se corresponde con una disminucion en los valores del GF. Lo que se observa es que las
emulsiones mezcladas con STST a baja concentracion (0,2% p/p) o sacarosa equivalente
exhiben valores similares para el GF respecto de la referencia (sin crioprotector; Tabla 48).

En condiciones de almacenamiento congelado y con el agua en forma de cristales de hielo la
mayor parte de las emulsiones o/w estabilizadas con proteinas son inestables en ausencia de
crioprotectores (Cornacchia y Roos, 2011; Ghosh y col., 2006; Magnusson y col., 2011;
Palazolo y col., 2011 y Thanasukarn y col., 2004b).

Varios son los efectos desestabilizantes que pueden ocurrir para el caso de emulsiones o/w
cuando se encuentran en estado congelado. Por un lado la cristalizacion del agua de la
emulsion permite la formacion de una fase no congelada que se caracteriza por estar
concentrada en todos los solutos, lo que promueve un importante incremento en la fuerza

1onica. En esta fase no congelada las altas concentraciones de solutos pueden apantallar las
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repulsiones electroestaticas entre las gotas aumentando la intensidad de las interacciones entre
gotas.

Mientras que el volumen de la fase dispersa se incrementa en la medida que la cantidad de
agua liquida se reduce durante el proceso de congelacion, la fraccion masica de aceite (o
fraccion volumétrica de aceite) puede aproximarse a un empaquetamiento compacto para el
caso de emulsiones tipicas. En estas condiciones la floculacion, coalescencia y posteriormente
el aceite liberado es promovido por el hecho que las gotas de aceite son forzadas a
aproximarse entre si (Ghosh y Coupland, 2008; McClements, 2004 y Thanasukarn y col.,
2004a).

Tabla 48: Grado de floculacion de emulsiones ASN luego de diferentes tiempos de almacenamiento congelado.
Se indican los crioprotectores ensayados y las concentraciones alcanzadas en la emulsion final. Las abreviaturas
son las de las Tablas 43 y 45. n.d.: No determinado.

Tiempo de almacenamiento congelado (dias)

Emulsiones analizadas No congeladas
15 7 16
0,2 17.45+027% 11,95+0,32% n.d. 841+ 0,06%
STST - - -
1,0 15,42+ 0.21°, 16.86=035" | 22.34+8,11%, | 30.56%2.17"3
(% p/p)
5,0 10,04 £0,335, 7.61+ 0,385 n.d. 8.88+ 0,65
0,066 17,23 +£0,90%, n.d. 3,00+ 0,23"% 3,08+ 0,185
Sac.
0,33 17,67 £0,23%, 10,01+ 0,229, n.d. 11,32+ 0,689
(% p/p)
1.67 16,92 +0,04% 25,86 +3,90% | 29,52 +220%; 26,13 +3,31°%

Tiempo de almacenamiento congelado (dias)
Emulsiones analizadas

30 42 60 130
0,2 8.00+0,15% 5,00+ 0,01% 476+ 0,09% n.d.
STST
1,0 38,78+ 4,25, 4273+ 630", | 61.86+4.,00° n.d.
(% p/p) :
o p/p
5,0 n.d. 8.09 + 0,64°; 5.87+ 0,07, 5.54+0,33%
0,066 296+0,15% n.d. 3,13+0.21% n.d.
Sac.
. L1071 56 =0, 1 n.d. n.d.
0,33 12,51 +0,71° 456=+0,16° d d
(% p/p)
1.67 33.85+4.12" 41,56+ 1,65°, | 49,40+ 0,58°% n.d.

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes para un mismo tiempo de
almacenamiento congelado. Numeros subindices diferentes indican valores medios significativamente diferentes
para una misma concentracion de crioprotector (p<0.,05).

Hay dos factores que pueden jugar un rol decisivo en la estabilidad de las emulsiones

preparadas con ASN. Por un lado la recristalizacion de hielo debido a las oscilaciones térmicas
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durante el almacenamiento. De acuerdo a la Figura 55, las fluctuaciones térmicas se reducen
con el crioprotector. Adicionalmente hay que considerar no solo los cristales de hielo sino el
efecto negativo de la cristalizacion de aceite.

De acuerdo a Ghosh y col. (2008) debido a la presion del hielo, las gotas de aceite pueden
deformarse en cierto grado, ademas las gotas de aceite congelado concentran y transmiten la
presion al punto de contacto entre las gotas. Esto favorece la ruptura del film interfacial debido
al mecanismo de coalescencia parcial seguido de coalescencia total y aceite separado que se
observa luego del proceso CD. El aceite de girasol usado en la fase dispersa de las emulsiones
posee un alto contenido de acidos graso polimsaturados (= 60% de acido linoléico).

De acuerdo a los calculos tedricos realizados por Magnusson y col. (2011), a -20°C el
contenido de fase solida para el caso del aceite de girasol es importante (= 30%). Sin embargo
este calculo asume condiciones isotérmicas y de equilibrio, lo cual esta muy alejado de un
congelamiento realizado en condiciones de aire inmovil a -18°C.

Palazolo y col. (2011) hallaron que la cantidad de aceite de girasol cristalizado resulto
insignificante en las emulsiones o/w estabilizadas con aislado de soja nativo y desnaturalizado
congeladas durante 24 h y analizadas por DSC. Los trabajos de Magnusson y col. (2011)
incluyeron una emulsion o/w del tipo mayonesa la cual resultd estable tras un proceso de
congelacion y descongelacion de 24 h cuando se utilizo aceite de girasol como fase dispersa.
Sin embargo luego de 15 dias de almacenamiento la emulsion resultd totalmente
desestabilizada. Estos resultados concuerdan con la baja tasa de cristalizacion de los
triglicéridos de aceite de girasol.

La mayor estabilidad hallada en nuestro sistema puede atribuirse al tamafo de las gotas que
para el caso de las emulsiones preparadas con ASN (= 1 um) es significativamente menor que
el hallado en la mayonesa (= 5 um), por lo que se espera una menor tasa de cristalizacion.

Los estudios de Berger (1997), demostraron que el grado de cristalizacion de un aceite se
incrementa con el tamano de las gotas ya que las gotas contienen impurezas las cuales actian
como nucleos de cristalizacion Teniendo esto presente las condiciones de equilibrio se
aproximaran cada vez mas en la medida que el tiempo de almacenamiento de la emulsion
aumente. De esta forma el alto contenido de fase grasa solida que se espera se forme de
acuerdo a los célculos tedricos reportados por Magnusson y col. (2011) seran alcanzado

entonces por el aceite de girasol.
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Los porcentajes de coalescencia de las emulsiones luego de diferentes periodos de

almacenamiento congelado se muestran en la Tabla 49.

Tabla 49: Porcentajes de coalescencia de emulsiones ASN luego de diferentes periodos de almacenamiento
congelado. Los crioprotectores ensayados STST y Sac. fueron agregados en niveles equivalentes tras la
preparacion de la emulsién. Las abreviaturas son las de las Tablas 43 y 45. Luego de 130 dias solo fue posible
calcular el porcentaje de coalescencia para la emulsién conteniendo STST al 5.0% (1.80 = 0,46). n.d.: No
determinado.

Tiempo de almacenamiento congelado (dias)
Emulsiones analizadas

1,5 7 16
0.2 10,26 2,027 n.d. 18,80 £2,05%
STST (% p/p) 1.0 =0° ~0% =0°
5.0 025+0,10°, n.d. 0.25+0,04°,
0,066 n.d. 41,52+65° 4137+437¢%
Sac. (% p/p) 0,33 8,230,017 n.d. 7.54=1,17°%
1.67 ~0° ~0%, =0%

Tiempo de almacenamiento congelado (dias)
Emulsiones analizadas

30 42 60
0.2 21.12+0,01% 27.38+0,09%, 26,74 +2.60°,
STST ( % p/p) 1.0 0.15£0.06", 0.17£0.03%, 0,22 +0,09°,
5.0 n.d. 0.45+0,055 0,76 0,15
0,066 64.41 + 1,965 n.d. 72,67+ 5.60%
Sac. (% p/p) 033 7,78 0,739 26,01 +7,60% n.d.
1,67 <0.01°% 0,02+0,01% 0,06 = 0,025,

Letras superindice diferentes indican valores medios significativamente diferentes para un mismo tiempo de
almacenamiento. Numeros subindices diferentes indican valores medios significativamente diferentes para una
misma concentracién de crioprotector (p<0,05).

Durante todo el almacenamiento se observa que, a niveles bajos y medios el STST es mas
efectivo en su capacidad de proteger a la emulsion contra la coalescencia que la sacarosa,
mientras que a altos niveles la capacidad crioprotectora resulta comparable. Los niveles de
coalescencia registrados con el STST a 0,2 y 1,0% en la emulsion final son significativamente
menores a los hallados con niveles de sacarosa equivalente para todos los tiempos de
almacenamiento considerados. Por el contrario los niveles de coalescencia alcanzados con el
STST al 5,0% resultan comparables a los de sacarosa equivalente hasta los 30 dias de

almacenamiento congelado (p<0,05; Tabla 49).
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Con respecto al grado de floculacién, y tomando como referencia la emulsion congelada
durante 1,5 dias se observa con 0,2% de STST una significativa disminucion en los valores
floculacion en funcion del tiempo de almacenamiento (p<0,05; Tabla 48). Mientras que a
concentraciones medias y altas la coalescencia no es inhibida por el STST observandose un
incremento en el GC (p<0,05; Tabla 49).

Este comportamiento puede explicarse si se considera los procesos simultaneos de floculacion
y coalescencia que suceden durante el almacenamiento congelado. (Tablas 48-49). De esta
forma la gran cantidad de floculos presentes en la emulsion inicial, asi como los formados
durante el proceso de congelamiento simplemente no resisten el estrés ejercido por la presion
del hielo y consecuentemente se desestabilizan por coalescencia (Palazolo y col., 2011).

El STST a concentraciones intermedias previene eficazmente la coalescencia dando valores
que son -para todos los tiempos analizados- inferiores a los obtenidos con cantidades
equivalentes de sacarosa. Por el contrario el proceso de floculacion no es controlado en forma
efectiva empleando STST hallandose para la misma concentracion que los valores se
incrementan con el tiempo de almacenamiento (Tabla 48).

El comportamiento observado puede explicase suponiendo que en la medida que el tiempo de
almacenamiento se prolonga se incrementa la formacion de nuevos floculos estables a la
coalescencia durante el almacenamiento congelado. De acuerdo a los grados de floculacion y
coalescencia obtenidos (Tablas 48-49) la adicion del STST inhibe la formacion de nuevos
floculos sin variaciones importantes en el grado de coalescencia.

En contraste cuando la sacarosa es usada como crioprotector la coalescencia solo es inhibida a
la concentracion mas alta exhibiendo un comportamiento similar al observado usando STST a
concentraciones intermedias. A concentraciones intermedias de sacarosa (0,33% p/p) las
emulsiones exhiben un notable incremento en el GC% especialmente luego de 42 dias de
almacenamiento congelado lo que es consistente con la disminucion en el GF% observado
(Tablas 48-49).

Es interesante remarcar que luego de 130 dias de almacenamiento congelado todas las
emulsiones excepto aquellas formuladas con el STST al 5,0% p/p presentan un alto grado de
desestabilizacion (detectable como aceite libre tras la descongelacion) similar a la emulsion
control. Debido al alto grado de desestabilizacion de las emulsiones no es posible el calculo de

los grados de floculacion y coalescencia.
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Estudios complementarios tales como la micrografia optica de las emulsiones luego de 16 dias

de almacenamiento congelado revela importantes diferencias micro estructurales (Figura 58).

Figura 58: Micrografias opticas (400x) de emulsiones ASN congeladas durante 16 dias empleando STST como
crioprotector. En a)-b) se utiliza 0.2% p/p de STST en la emulsion final. a: Sin SDS. b: Con SDS. En ¢)-d) se
utiliza 5,0% p/p de STST en la emulsion final; ¢: Sin SDS. d: Con SDS. La barra de escala en la parte inferior de

las micrografias corresponde a 10 pum.

A bajos niveles de STST (0,2% p/p) vy en ausencia de SDS, se observa la presencia de floculos,
agregados proteicos y gotas coalescidas, mientras que en presencia del detergente los floculos
y los agregados proteicos no son observados y la micrografia exhibe solo la presencia de gotas
pequenas y algunas coalescidas (Figura 58a,b). Por otra parte empleando la maxima
concentracion de STST se obtiene una emulsion floculada en donde los floculos estan
totalmente disociados cuando la determinacion es realizada con SDS exhibiendo una
microestructura similar a la de la emulsion no congelada inicial (Figura 58c¢.d).

La cantidad de AS% es analizada en funcion del tiempo de almacenamiento (Figura 59). En la

emulsion referencia (sin crioprotectores) el AS% se incrementa rapidamente a los 30 dias,
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alcanzando su maximo valor (= 40%) luego de ser almacenadas por un largo periodo. Un
estudio comparativo entre la sacarosa y el STST a bajo nivel de crioprotector revela un
comportamiento similar con valores de AS% similares a la referencia luego de 130 dias de

almacenamiento congelado (Figura 59a).

60 60 60
—=— Sin crioprotector b c
| —v— STST
—— Sacarosa I
45| 45 45|
30 30 30|

15 15

Aceite separado (% p/p)

0 C L 1 L 1 L 1 L L o 0

1 C L L 1 L C L L 1 L
0 30 60 20 120 150 0 30 60 9 120 150 0 30 60 Q0 120 150

Tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 59: Influencia de la concentracion del crioprotector (STST o sacarosa) y del tiempo del almacenamiento
congelado en la cantidad de aceite libre para emulsiones ASN. Concentracion de carbohidratos totales (% p/p):
a) 0,066; b) 0,33 yc) 1.67.

Por otra parte para concentraciones medias y altas de crioprotector las diferencias entre
sacarosa y STST resultan evidentes, especialmente luego de 40 dias de almacenamiento
congelado (Figuras 59b.c). Usando un 5,0% p/p de STST la integridad de las gotas se
mantiene y luego de 130 dias de almacenamiento congelado el AS es menor al 4% (Figura
59c¢). Solo para esta emulsion es posible calcular GF y GC (Tablas 48-49).

A fin de complementar los resultados mencionados, se analiza las apariencias de las
emulsiones a partir de fotografias macroscopicas de los frascos conteniendo las emulsiones.
Las Figuras 60a,b muestran las imagenes de las emulsiones descongeladas luego de 1,5 y 130
dias de almacenamiento respectivamente en ausencia y presencia de STST. Con fines
comparativos se incluyd como referencia a la emulsion congelada sin el agregado de

crioprotectores.
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Aunque en todos los casos se observa separacion gravitacional, a las menores concentraciones
de STST (0,2 y 1,0% p/p) la apariencia de las emulsiones sometidas a diferentes tiempos de
almacenamiento es notablemente diferente.

Mientras que a alta concentracion de STST (5,0% p/p) la mayor parte de la fase dispersa
permanece en estado emulsionado independientemente del tiempo de almacenamiento
considerado. La presencia de una cantidad equivalente de sacarosa (1,67% p/p) no resulta
efectiva luego de un 130 dias de almacenamiento congelado (Figura 60c), lo que resulta
consistente con un alto valor de AS% (Figura 59). Ademas del aceite libre, se observa en la
emulsion descongelada la formacion de un crio-gel autoportante formado por proteinas de soja
agregadas y gotas de aceite ocluidas. Este crio-gel pudo ser facilmente retirado del frasco

contenedor (Figura 60d).

Il: STST 5,0% pl/p

Il: STST 1,0% plp

IV: STST 0,2% p/p V: Sacarosa 1,67% p/p
Figura 60: Fotografias de emulsiones ASN descongeladas dentro de sus frascos de almacenamiento conteniendo

STST o sacarosa en las concentraciones finales indicadas. CCSC: Definido en Figura 54. a) 1.5 dias a-18°C. b, ¢)
130 dias. d) crio-gel autoportante separado de la emulsién con agregado de sacarosa.

Las moléculas de aceite permanecen en la matriz del crio-gel, por lo que su densidad es
diferente a la del medio acuoso que la rodea. Este hecho explica el méaximo valor de aceite

libre (= 40% p/p) alcanzado luego de 130 dias de almacenamiento, por lo que este aceite no
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fue determinado por la técnica de dilucion del colorante. Las diferencias observadas en el
poder crioprotector del STST y la sacarosa para tiempos de almacenamientos prolongados
pueden depender de varios factores. Por un lado la sacarosa es el carbohidrato soluble
mayoritario presente en el STST (> 50%; Espinosa-Martos y Rupérez, 2006). Sin embargo la
presencia de otros oligosacaridos y monosacaridos (tales como la estaquiosa y la glucosa) asi
como péptidos solubles pueden modificar la capacidad de la sacarosa para cristalizar y por lo
tanto extender la capacidad crioprotectora durante el almacenamiento congelado durante
largos periodos de tiempo.

Por otra parte la presencia de proteinas en fase acuosa, puede tener un efecto estabilizador
adicional sobre la emulsion ASN. Ghosh y col. (2006) informaron una mayor estabilidad para
emulsiones modelo preparada con caseinato de sodio y n-dodecano luego de un
almacenamiento congelado cuando en las mismas se hallo proteinas no adsorbidas. Es
razonable suponer que la proteina no adsorbida ubicada entre dos interfases proteicas pueda
producir una estabilizacion estérica contra la coalescencia. Este razonamiento es similar al
dado por Carpenter y Crowe (1988) para el incremento en la estabilidad hallado luego de los
procesos de CD para enzimas en la medida que se incremento la concentracion o cuando se le
agreg0 otra proteina como la seroalbumina bobina. De acuerdo a estos autores las proteinas
que no se asocian o agregan y permanecen como moléculas de proteinas individuales siendo
incapaces de penetrar la capa de hidratacion de las moléculas de proteinas vecinas.

Palazolo y col. (2011) hallaron recientemente que la globulina 11S no adsorbida no ejercio un
efecto crioprotector durante el almacenamiento congelado debido a su capacidad de agregarse
e insolubilizarse a temperaturas subcero. Por el contrario las proteinas de suero
desnaturalizadas exhiben un comportamiento diferente respecto de la globulina 11S pudiendo
contribuir a la estabilidad de la emulsion.

Adicionalmente el proceso de preparacion del STST que implica numerosos tratamientos
térmicos aplicados durante varios dias indujo la glicosilacion de las proteinas de suero debido
a las etapas de concentracion y a la presencia de aziicares solubles (Sobral y Wagner, 2009).
La presencia de proteinas glicosiladas en la fase acuosa puede retardar el proceso de
recristalizacion asi como el crecimiento de cristales de hielo de forma alargada durante el

almacenamiento congelado. La capacidad anticongelante de algunas proteinas halladas en el
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suero de peces marinos de aguas muy frias ha sido ampliamente estudiada (Fenney y Yeh,
1998).

En este marco es interesante explorar el posible efecto crioprotector de las proteinas de suero
glicosiladas. Sin embargo debido a la complejidad del STST se requeriran experimentos
adicionales para precisar la importancia relativa de los factores mencionados en la capacidad
crioprotectora de emulsiones preparadas con aislado nativo de soja u otras proteinas. Los
experimentos realizados demuestran el alto poder crioprotector del STST en emulsiones
modelo o/w durante el almacenamiento congelado durante periodos prolongados en

condiciones de almacenamiento que favorecen en gran medida la recristalizacion de hielo.

7.4 Conclusiones parciales

Se analizo el poder crioprotector de los sueros deshidratados de soja y tofu en cantidades
masicas iguales sobre emulsiones modelos preparadas con aislado de soja nativo (ASN) o
caseinato de sodio (CS) las cuales, en ausencia de crioprotector, mostraron diferencias en la
estabilidad frente al proceso de congelacion-descongelacion (CD)

Debido a que se estima que la accion crioprotectora en los sueros deshidratados es debida a la
fraccion de hidratos de carbono, se realizaron ensayos comparativos utilizando
concentraciones equivalentes de sacarosa como control.

Respecto a la emulsion obtenida con ASN se obtuvo una emulsion menos floculada con CS la
cual resultdé mas estable al proceso de CD, desestabilizdndose ambas emulsiones por
coalescencia. Para la emulsion CS el desempefio de SSL fue superior que el obtenido con
cantidades masicas iguales de STST o cantidades equivalentes de sacarosa. Se hallo un
aumento en el poder crioprotector con la concentracion, obteniéndose el mejor resultado con
SSL al 5,0% con valores de coalescencia luego de 28 dias de almacenamiento comparables a
los hallados al inicio del almacenamiento.

La emulsion ASN referencia (sin crioprotector) resulto altamente floculada y luego de un
proceso de CD de apenas 1,5 dias mostré una desestabilizacion de los floculos por
coalescencia. Para un mismo tiempo de almacenamiento congelado el poder crioprotector

aumentd con la concentracion de crioprotector agregado a la emulsion. Ambos sueros
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mostraron un poder crioprotector mayor que sus respectivos controles equivalentes de
sacarosa, pero comparando entre sueros se halld que el STST se desempeiid mejor que SSL.
Los estudios a largo plazo fueron realizados con la emulsion obtenida con ASN debido a su
menor estabilidad utilizando al STST como crioprotector y sacarosa equivalente como control.
La utilizacion del STST se debid a su mejor desempefio como crioprotector a tiempos cortos
de almacenamiento. Adicionalmente debido a su composicion y a los tratamientos térmicos
aplicados durante la obtencion del STST permite un mayor aporte de calcio y proteinas
glicosiladas, teniendo los factores antitripticos adecuadamente inactivados. En estos ensayos a
largo plazo (130 dias) la sacarosa, aun a la maxima concentracion, no logré evitar la
desestabilizacion de la emulsion, separando aceite y formando un crio-gel formado por
proteinas agregadas y gotas de aceite ocluidas.

Utilizando concentraciones intermedias el STST logré una mayor prevencion de la
coalescencia respecto al obtenido con niveles equivalentes de sacarosa, no pudiendo controlar
de manera efectiva el proceso de floculacion observandose un aumento del GF% con el tiempo
de almacenamiento para una misma concentracion de STST.

Por el contrario a concentraciones altas se hallaron mayores diferencias entre la sacarosa y el
STST, especialmente luego de 40 dias de almacenamiento congelado. Utilizando un 5,0% p/p
de STST la mayor parte de la fase dispersa permanecio emulsionada independientemente del
tiempo de almacenamiento considerado. Esta fue la tinica emulsion en la que se mantuvo la
integridad de las gotas luego de 130 dias de almacenamiento congelado y en donde fue posible

calcular GF% y GC%.
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Conclusiones

El suero de soja (SS), proveniente de la obtencion de aislados y el suero de tofu (ST) son
subproductos altamente diluidos, siendo su contenido de sélidos menor al 3,5%. Para su
mejor conservacion y empleo en esta tesis fueron secados por liofilizacion o por calor a
presion reducida, lo cual dio origen a las muestras SSL y STL (SS y ST liofilizados), SSST
y STST (SS y ST secados térmicamente). Estos productos estan compuestos mayormente
por carbohidratos y proteinas, denominadas proteinas de suero (PS). Las proteinas aisladas
a partir del SS (PSS) por salting out (con (NH4),SO4) y posterior dialisis tienen un
contenido de proteinas mayor al 90%, en tanto que las obtenidas por precipitaciéon con
acetona en fTio tienen menor pureza (proteinas menor al 60%) y por ende, un contenido
mayor de carbohidratos y sales. PSS estan formadas por subunidades de lectina (L) y por
los inhibidores de la tripsina de Kunitz (ITK) y de Bowman-Birk (ITBB), estando estos
inhibidores en estado activo. Las PS de tofu aisladas con acetona (PST) son mas complejas
conteniendo tanto las proteinas propias del suero de soja como algunas subunidades de
proteinas de reserva de soja. Debido a que la obtencion del ST incluye un tratamiento
térmico en presencia de sales de calcio, PST presentan cierto grado de glicosilacion, un
elevado contenido de calcio unido y sélo una actividad inhibitoria de tripsina residual

(menor al 10%) atribuible al ITBB.

Los estudios realizados por calorimetria diferencial de barrido mostraron que el
comportamiento térmico de las PSS depende del pH del SS y del método de precipitacion.
Las PSS aisladas con acetona presentan un menor grado de desnaturalizacion (GD) pero un
mayor grado de agregacion (son mas insolubles) que las aisladas por salting out. Para una
misma forma de aislamiento se obtienen proteinas mas desnaturalizadas desde SS a pH 4.5
que a pH 8.0. Las PST tienen un GD practicamente del 100%. El almacenamiento de la
harina o las proteinas aisladas modifica el comportamiento térmico de las PSS; para estas
ultimas, el comportamiento térmico también puede verse modificado por almacenamiento
de los productos intermedios (precipitados isoeléctricos). El almacenamiento en cualquiera
de las etapas induce en distinto grado, desnaturalizacidén y/o agregacion de las proteinas
aumentando su estabilidad térmica.

El comportamiento térmico de ITK y L, tanto en PSS como en SSL, es dependiente del
contenido de humedad, siendo ITK el mas afectado. Se hall6 un punto de inversion de la
estabilidad térmica de ITK y L para un mismo contenido de humedad (= 2 g agua/g
proteina). Por encima de dicho punto la estabilidad térmica de ITK es menor que ladelaL

mientras que por encima sucede lo contrario.
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Las proteinas en SS y ST estan solubles pero por efecto de la congelacion (paso previo de
la liofilizacién) o el secado térmico se induce una agregacion proteica que reduce su
solubilidad en agua o en buffer a pH 7.0 (S). La S de las PS depende del suero de partida,
del ajuste de su pH y de la forma de aislamiento, siendo las mas solubles las obtenidas por
salting out desde SS a pH 8.0 y las menos solubles las PST.

La agregacién proteica inducida durante el almacenamiento (de la harina, del precipitado
isoeléctrico -refrigerado o congelado- o de las proteinas aisladas) reduce la S. La
desnaturalizacion total de las PSS por calentamiento (100°C) en dispersiones acuosas,
reduce la S, sin cambios apreciables en el caso de las PST. Las determinaciones de
fluorescencia e hidrofobicidad superficial permitieron detectar cambios conformacionales
tanto en las fracciones solubles como insolubles de los aislados atribuibles al tipo de
muestra y a la desnaturalizacion. Los agregados mostraron en la mayoria de los casos tener
una hidrofobicidad superior respecto a las proteinas solubles.

El estudio del comportamiento superficial se realizo por tensiometria de gota (interfase
agua/aire) empleando dispersiones acuosas de las proteinas aisladas con y sin
calentamiento y de sus fracciones solubles. Todas presentaron propiedades superficiales
comparables con las de un aislado de soja nativo (ASN). Se observé una mejora de esta
propiedad con el tratamiento térmico y que, en el caso particular de las PSS hay una
contribucion de los agregados insolubles al comportamiento superficial. Entre las PSS, la
que mostro el mejor desempefio debido a la presencia de agregados con actividad
superficial fue la precipitada por salting out a pH 8.0 calentada. La muestra PST exhibio

una aceptable actividad superficial pese a su baja solubilidad y a la presencia de calcio.

La capacidad de formar y estabilizar emulsiones o/w fue analizada en forma comparativa
entre los sueros deshidratados y las proteinas aisladas, utilizando ASN como control. En
todos los casos, a concentracién proteica equivalente, las proteinas aisladas resultan
mejores emulsificantes que los sueros.

Entre los sueros deshidratados, el que presento6 la mayor capacidad emulsionante fue STST.
La estabilidad de las emulsiones preparadas con este suero se explica por la presencia de
proteinas desnaturalizadas-glicosiladas y de calcio. Por otra parte, el tratamiento térmico
en condiciones anhidras del SSL hasta 150°C temperatura a la que se logra la total

desnaturalizacion de sus proteinas (incluida la inactivacion de ITK), promueve la
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glicosilacion y mejora su propiedad emulsionante. Cuando estas proteinas son aisladas con
acetona dan emulsiones estables pese a la reduccion en la S.

Las PSS al igual que ASN mejoran sus propiedades emulsionantes al ser sometidas a una
desnaturalizacion total en dispersiones acuosas. Las emulsiones de menor tamafio de
particula y de mayor estabilidad son las PSS aisladas a pH 4.5 y las menos estables las

obtenidas con PST.

Se demostro que STL y STST tienen accion crioprotectora sobre emulsiones modelo o/w
preparadas con ASN o con caseinato de sodio, reduciendo su desestabilizacién durante el
proceso de congelacion-descongelacion (CD). Esta accion crioprotectora se evidencié en
mayor medida en las emulsiones ASN por ser inicialmente mas floculadas y menos
estables a la coalescencia (C) luego de un proceso CD. Esta propiedad se justifica debido al
alto contenido de carbohidratos en los sueros.

Las emulsiones ASN conteniendo cantidades equivalentes de sacarosa (crioprotector
control) fueron menos estables al proceso de CD que las protegidas con SSL o STST. Entre
los sueros, el STST resultd ser el mejor pese a que si bien sus proteinas son menos solubles,
hay presencia de proteinas glicosiladas que aumentarian las interacciones con la interfase y
la repulsion entre gotas. Los estudios a largo plazo de almacenamiento congelado (-18+4°C
hasta 130 dias) realizado con emulsiones con adicion de sacarosa equivalente como
crioprotector demostraron que no es capaz, aun a su maxima concentracién, de evitar la
coalescencia y la formacion de un crio-gel. Mientras que en estudios similares con STST la
fase dispersa permanecié emulsionada, se separé6 muy poco aceite, manteniéndose la

integridad de las gotas.

Se puede concluir finalmente, que los sueros de soja y de tofu tienen potenciales
aplicaciones tecnologicas en la industria alimentaria, dado que pueden ser empleados una
vez deshidratados por sus propiedades crioprotectoras o ser fuente de proteinas aisladas

con buenas propiedades funcionales.
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