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Resumen

El suero de soja es un subproducto proveniente de la obtencién de aislado proteicos y el
suero de tofu tiene origen en las operaciones de prensado o filtrado en la elaboracion del
tofu. Ambos subproductos poseen una cantidad sustancial de nutrientes y compuestos
bioactivos como proteinas, azlicares simples, oligosacaridos, minerales e isoflavonas. Sin
embargo, son eliminados como efluentes liquidos causando contaminacion en los cursos de
agua superficiales y subterraneos, cuando no son tratados previamente a su descarte. Por
lo tanto, en base a lo descripto previamente, la recuperacion y utilizacion de los sueros de
soja y tofu o de algunos de sus componentes por diferentes estrategias es una alternativa
prometedora para mitigar el impacto ambiental que genera la disposicién final de estos
liquidos residuales. Ademas, por el alto contenido de compuestos de interés y su bajo costo,
se pueden emplear como materias primas para la preparacion de ingredientes con potencial
aplicacion en la industria alimentaria. En el presente trabajo propone la obtencién de
emulsiones aceite en agua (O/W) preparadas con concentrados de suero de soja (CSS) y
de tofu (CST) en el rango de pH de interés alimenticio con alta estabilidad frente a
tratamientos de estrés tecnoldgico como la congelacion y la agitacion mecanica.

En el capitulo | se detall6 la obtencion de los concentrados de suero de tofu y se realizé la
caracterizacion fisicoquimica del ST de partida, de los CST concentrados a diferentes
temperaturas y los obtenidos a partir del ST con un proceso de neutralizacion previo a la
etapa de concentracion. Ademas, se evalué las propiedades superficiales y espumantes. El
incremento de temperatura, independientemente del pH inicial del suero (5,6 o 7,0),
promovio el enriquecimiento de los concentrados en proteina bruta, cenizas y calcio, la

glicosilacion incipiente de proteinas y de péptidos, la pérdida de solubilidad de las proteinas
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y al mismo tiempo, un incremento concomitante en la solubilidad del polisacarido. Ademas,
se observo que las espumas formadas con el concentrado obtenido a mayor temperatura y
sin neutralizar (80°C, CST80), fueron las mas estables debido a la mayor presencia de
particulas de proteinas agregadas que ingresan en la interfase aire/agua y la formacion de
una pelicula interfacial con mayor viscoelasticidad.

En el capitulo Il se evaluaron las propiedades emulsificantes en medio acido de los
concentrados del suero de tofu y la estabilidad de las emulsiones frente a tratamientos
tecnolégicos como la agitacion mecanica y la congelacion-descongelacién. La mejor
capacidad emulsificante de todos los concentrados se observd a pH 3,0, resultado que
podria estar vinculado a la presencia de agregados de mayor tamafio que se adsorben en a
interfase aceite/agua, disminuyendo la floculacion por puenteo y re-coalescencia. Ademas,
la estabilidad de las emulsiones frente a la congelacion-descongelacion y a la agitacion
mecanica fue altamente dependiente de las caracteristicas de las emulsiones iniciales.
Siendo relevante el tamafio de particula inicial, el grado de floculacion, la presencia de
polisacaridos solubles en la fase acuosa no congelada y la mayor concentracién de proteina
interfacial que contribuye a la mayor viscoelasticidad de las membranas interfaciales.

En el capitulo Il se detall6 el proceso de obtencion del SS y del concentrado de suero de
soja (CSS). Se caracterizé el CSS en forma comparativa con el concentrado de suero de
tofu obtenido a la misma temperatura (CST80). Se evalud la composicidon quimica, las
propiedades estructurales, el comportamiento superficial en la interfase aire/agua y las
propiedades espumantes; en segundo lugar, se estudié el comportamiento interfacial en la
interfase aceite/agua, las propiedades emulsificantes y la estabilidad de las emulsiones O/W
frente a tratamientos tecnoldgicos. Finalmente, en la parte final del capitulo se estudio la
formacion de complejos entre el CSS vy el polisacarido soluble de soja (SSPS), el empleo en
la formulacién de emulsiones O/W en medio acido (pH 3,0) y la estabilidad de las mismas
frente a tratamientos de estrés tecnoldgico. EI CSS estd compuesto principalmente por
proteinas polisacaridos y sales, siendo pobre en calcio debido a la composicion del suero
de soja de partida. EI CSS exhibi6 valores bajos de overrun en todo el rango de pH evaluado
y una baja estabilidad de las espumas, en relacién a los resultados obtenidos con CST80.
La capacidad emulsificante para el CSS fue mayor a pH 3,0, relacionandose a lo factores
mencionados con las emulsiones obtenidas con lo CST, no obstante, el concentrado de
suero de soja, no posee la capacidad de formar emulsiones finas y los sistemas fueron muy
inestables frente a los procesos de congelacidon-descongelacion y agitacion mecanica. Por
lo tanto, la preparacion de emulsiones con CSS y SSPS en condiciones asociativas de
complejacion empleando diferentes estrategias, fue una alternativa eficaz para mejorar la
capacidad emulsificante del CSS incrementar la estabilidad de las emulsiones CSS/SSPS
frente al almacenamiento estacionario, la congelacién-descongelacion y la agitacion

mecanica.
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l. Generalidades de la soja

I.1. Cultivo y usos

La soja (Glycine Max L) es una planta de ciclo anual, de la familia de las leguminosas,
originaria del noreste de China y otras regiones de Asia, que ha sido cultivada hace mas de
5000 afios durante la estacién célida. Su adaptacion a climas diversos y las pocas enfermedades
que la atacan la convierten en una forma de cultivo muy rentable.

Esta planta herbacea posee vainas cortas, de alrededor de 10 cm de largo, de color verde
0 de color amarillo a marron cuando estd completamente madura y seca. Dichas vainas
contienen en su interior entre uno y cuatro semillas o granos oleaginosos (con un 20% /e de
aceite), con distintas variaciones de color: amarillo 0 negro, aunque existen otras especies con
semillas de color verde o castafio (Ridner, 2006).

La soja ha sido una de las principales fuentes de proteina en la dieta de las culturas
orientales (Benedetti et al., 2015), se le puede encontrar en una variedad de alimentos
tradicionales no fermentados y fermentados: “leche de soja”* (soymilk), tofu, salsa de soja
(shoyu), soja verde, germinados, miso, sufu (tofu fermentado), natto y tempeh (Belitz et al.,
2009). La mayor parte de la soja producida es molida para la obtencidn de aceite comestible y
harinas y solo una pequefia parte se procesa para la obtencion de productos proteicos
destinados a la alimentacion humana (Jiménez, 2006). Debido a los potenciales efectos
benéficos para la salud, en los ultimos afios se ha incrementado el consumo de alimentos a base
de soja en los paises occidentales; en este contexto, se han informado efectos
hipocolesterolémicos, hipotensivos, anticarcinogénicos, antioxidantes e inmunomoduladores
(Kwon et al,. 2002; Xiao, 2011).

Actualmente Argentina es el tercer productor a nivel mundial (detras de Brasil y
Estados Unidos) y el primero en utilizar las semillas de soja modificada genéticamente para la
produccién de aceite y harina desgrasada (Ridner, 2006; Rubinstein, 2004). El volumen de
produccién en la campafia 2018-2019 fue de 60,2 millones de toneladas, siendo el 80% de la
produccién nacional exportada principalmente en forma de grano entero, harina y aceite. El
consumo interno de la harina de soja se destina fundamentalmente para la alimentacion animal

y un pequefio porcentaje para la elaboracion de productos para el consumo humano. Ademas,

! La denominacién “leche de soja” es aceptada en la legislacion estadounidense y de algunos paises del Mercosur
como Uruguay, pero su uso no estd permitido por el Codigo Alimentario Argentino para la denominacion de venta
del producto. No obstante, para fines practicos, la denominacion “leche de soja” se utilizara en este trabajo.
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parte del aceite se emplea en la produccion de biodiesel (MAGyP, 2019). En este contexto, la
industrializacién de la soja y el aprovechamiento de los subproductos generados representa una
oportunidad para el desarrollo de nuevos ingredientes y productos que pueden abastecer el

mercado interno y externo.

I.11. Composicion del grano de soja

Las semillas de soja maduras presentan una forma casi esférica y estan formadas por
tres partes principales: la cascara o tegumento, los cotiledones y el germen o hipocoétilo, los
cuales representan alrededor del 8, 90 y 2% del peso del grano, respectivamente. En la Tabla 1
se muestra la composicion proximal de las distintas partes del grano.

Tabla 1: Composicion porcentual del grano de soja entero y de las partes que lo componen (expresada
en base seca). Fuentes: Badui (2015); Perkins (1995)

] Proteina _ _ _
Constituyentes de la (%) Lipidos | Cenizas Carbohidratos
0 /p,
Componentes semilla (% "/p) (% Fle) | (% Plp) (% Plp)
Nx6,25)

Grano entero 100 40,3 21,0 4,9 33,9
Cotiledones 90,3 42,8 22,8 5,0 29,4
Envolturas 7,3 8,8 1,0 4,3 85,9
Hipocotilo 2,4 40,8 11,4 4,4 43,4

La céscara estd compuesta por cuatro o cinco capas superpuestas de células de
diferentes tipos. Los cotiledones son células alargadas que contienen cuerpos proteicos de 2—-10
um y aceite en forma de estructuras conocidas como oleosomas o esferosomas de 0,1-0,5 um
de didmetro, donde el aceite estd rodeado de una membrana de fosfolipidos y proteinas
Ilamadas oleosinas (Peng et al., 2016). Los cuerpos proteicos contienen la mayor parte de las
proteinas del grano de soja, denominadas proteinas de reserva. Las mismas se hidrolizan

durante la germinacion y sirven de sustrato para el crecimiento del embridn. Las proteinas
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estructurales, enzimas e inhibidores enziméticos se localizan en el resto de la célula (Cheftel,
1989; Badui, 2015).

I.111. Proteinas de soja

Las proteinas de soja se clasifican en base a su solubilidad a distintos pH, a las
diferencias estructurales y a la funcion biolégica. Los dos grandes grupos son las proteinas de
reserva de los cuerpos proteicos y las proteinas biol6gicamente activas presentes en el citosol.
Las proteinas de reserva representan el 80% de las proteinas totales del grano de soja, siendo
las principales las globulinas, las cuales se clasifican en cuatro fracciones en funcién de su
coeficiente de sedimentacion. Estas fracciones son las 2S, 7S, 11S y 15S con un peso
molecular (PM) aproximado de 25, 160, 350 y 600 kDa, respectivamente. Las globulinas 7S
(B-conglicinina) y 11S (glicinina) representan aproximadamente un 70% del total de las
globulinas. Presentan una alta solubilidad en agua a pH por encima de 7,0 y precipitan a pH =
4,5, cerca de su punto isoeléctrico (Perkins, 1995; Mojica et al., 2014).

La glicinina (11S) es un hexamero con un PM entre 300-380 kDa (Figura 1) y se forma
al asociar seis polipéptidos acidos y seis polipéptidos basicos (Staswick et al., 1981). Posee una
estructura cuaternaria compacta, la cual se estabiliza por puentes disulfuro, interacciones
hidrofobicas y electrostaticas. Los polipéptidos acidos con un PM entre 31-38 kDa y los de
naturaleza basica con un PM entre 18—-20 kDa, estan unidos por puentes disulfuro (Miroljub et
al., 2004; Mojica et al., 2014). Se han identificado cinco subunidades: AlaBlb, AlaB2,
A2Bla, A3B4, A5A4B3 clasificadas en dos grupos de acuerdo con la homologia de secuencia
de aminoacidos: grupo | (AlaBlb, AlaB2, A2Bla) y grupo Il (A3B4, A5A4B3). Las
subunidades del grupo I contienen dos residuos de cisteina, tres de cistina (—S—S-) y son ricas
en metionina (cinco a ocho residuos); cada subunidad del grupo Il tiene dos residuos de
cisteina, dos de cistina y tres de metionina. Las subunidades de la glicinina son polimdrficas, es
decir, entre distintos cultivos existen reemplazos aminoacidicos en el mismo tipo de subunidad
(Fukushima, 2004).
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Figura 1: Estructura del homohexamero de la globulina 11S. Los seis protémeros de la glicinina
hexamérica se presenta en: naranja (Al), rosa (A2), rojo (A3), Verde (B1), azul celeste (B2) y azul
(B3). Las figuras (a) y (b) son vista de la molécula rotada entre si 90° (Adachi et al., 2003).

Figura 2: Estructura del trimero de la globulina 7S de soja (B-conglicinina). Los mondmeros se
presentan en rosado, verde y azul. Las posiciones glicosiladas se sefialan en color amarillo. (a) y (b) son

vistas de la molécula rotadas entre si 90° (Adachi et al., 2003).

La B-conglicinina o globulina 7S posee un PM entre 150-200 kDa (Figura 2). Es una
glicoproteina trimérica conformada por las subunidades a (= 68 kDa), a” (= 72 kDa) y B (=

52kDa) (Thanh y Shibasaki 1976). Las subunidades o y o contienen un residuo de cisteina
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cerca del extremo N-terminal, mientras que la subunidad B carece de cisteina; ninguna de estas
tres subunidades contiene residuos de cistina. Las subunidades se asocian mediante
interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno (Mojica et al., 2014). El contenido de
carbohidratos de la p-conglicinina varia entre 2,7 y 5,4%; la estructura de los residuos de
oligosacéridos se conoce parcialmente y contienen fundamentalmente D-manosa y N-acetil D-
glucosamina (Belitz et al., 2009). La B-conglicinina puede aparecer al menos en siete formas o
configuraciones, resultado de la combinacion de las subunidades a, o'y B que interaccionan
para producir los isomeros: a2, ofi2, aa’'f, a2 B, o2 o', a3z y B3 (Miroljub et al., 2004;
Fukushima , 2004).

Durante la preparacion de aislados proteicos de soja (APS), en la etapa de la
precipitacion isoeléctrica de las proteinas de reserva de la soja a pH = 4,5, se genera como
subproducto un suero conocido como suero de soja (SS), en el que permanecen solubles las
proteinas bioldgicamente activas. Por tal motivo, a éstas también se las denominan proteinas
del suero de soja. Estas proteinas estan constituidas mayoritariamente por la lectina o
hemaglutinina, los factores antitripticos de Kunitz (KTI) y de Bowman-Birk (BBTI) y enzimas
como la lipoxigenasa, a-amilasa, citocromo C y ureasa (Sorgentini y Wagner, 1999). La
lectina, el KTI y el BBTI son conocidos factores antinutricionales. La presencia de la forma
activa de los factores antitripticos en la soja y productos derivados, especialmente el KTI,
reduce la digestibilidad de las proteinas, la cual se suma a los efectos toxicos lectina en el
tracto gastrointestinal (Belitz et al., 2009). Por ende, durante el proceso industrial de
elaboracion de los productos derivados de soja destinados a la alimentacién animal y humana,
se deben realizar tratamientos con el fin de inactivar los factores antinutricionales. Para la soja
y otras leguminosas, se han propuesto varios tratamientos para la inactivacion de los factores
antitripticos, siendo los hidrotérmicos los mas empleados (Avilés-Gaxiola et al., 2018).

KTI es el mas abundante de los factores antitripticos de soja con aproximadamente el
90% de la actividad inhibitoria (Young y Scrimshaw, 1979). Este polipéptido inhibe enzimas
pancreaticas clave como la tripsina y la quimotripsina, tiene un PM de 20,1 kDa y una alta
estabilidad en un amplio rango de pH (3 a 10), a temperaturas inferiores a 80 °C y en
condiciones de baja humedad (Koshiyama et al., 1981).Desde el punto de vista estructural, el
KTI contiene dos residuos de cistina, que aungue no estan localizados en el sitio activo, tienen
un rol relevante en la estabilizacion de la estructura terciaria (Avilés-Gaxiola et al., 2018).
Ademas, el KTI inactivado puede contribuir a la produccion de éxido nitrico por macréfagos e
inhibe la proliferacion de células cancerosas de mama e higado (Lin y Ng, 2008). EI BBTI es

un polipéptido de 71 restos aminoacidicos, tiene un peso molecular de 8 kDa y posee una
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estabilidad térmica significativamente superior a la del KTI, por lo que es responsable de la
actividad antitriptica residual de los productos de soja (Sobral y Wagner, 2009). Esta
conformado por dos dominios definidos, uno para la inhibicién de la tripsina y otro para la de
quimotripsina. Este polipéptido pequefio contiene siete puentes disulfuro, que son responsables
del mantenimiento de la estructura terciaria y la alta estabilidad térmica (Avilés-Gaxiola et al.,
2018; DiPietro y Liener, 1989). Se ha informado que el BBTI posee propiedades estimulantes
de sistema inmunoldgico e inhibe la proliferacion de células anticancerigenas (Kennedy, 1993).

Las lectinas son proteinas que interaccionan con azucares (“‘sugar-binding proteins”) y
estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal. También se llaman hemaglutininas debido a
que tienen la capacidad de producir la aglomeracion in vitro de eritrocitos. La mayor parte de
las lectinas son glicoproteinas, la de soja tiene un PM de 122 kDa, estd conformada por cuatro
subunidades idénticas (30 kDa) y tiene un contenido de 4,5 % de D-manosa y 1,5% de N-
acetil-D-glucosamina. El efecto toxico de la lectina no se atribuye a la capacidad de
aglutinacion de eritrocitos sino en parte, a su resistencia a la proteolisis en el tracto digestivo.
La union de la lectina a las células epiteliales del intestino delgado y su posterior ingreso en el
espacio intercelular produce un importante dafio metabolico. Afortunadamente, la lectina de la
soja se inactiva por tratamientos hidrotérmicos suaves: el calentamiento a 100 °C durante 10
min es suficiente para inhibir la accion de esta proteina (Belitz et al., 2009; Turner y Liener,
1975).

Las lipoxigenasas (linoleato oxigeno reductasas; E.C. 1.13.11.12) son enzimas que
catalizan la oxidacion de acidos grasos poli-insaturados que contienen la estructura 1,4 cis-cis
pentadieno. Los productos finales de la oxidacidn son los hidroperdxidos, lo cuales se escinden
en productos de menor peso molecular responsables de generar aromas y sabores indeseables
en los productos elaborados a partir de la soja (Belitz et al., 2009). Ademas, los hidroperoxidos
y sus productos de descomposicion son reactivos y pueden afectar otras moléculas, como las
proteinas (Huang et al., 2006). Las lipooxigenasas de la soja tienen un PM de 100 kDa, un
punto isoeléctrico de 5,7 y son inactivadas por tratamientos hidrotérmicos suaves (Iwabuchi y
Yamauchi, 1987).

La ureasa (urea aminohidrolasa, E.C. 3.5.1.5) cataliza la hidrélisis de la urea, con
formacién de dos moles de NHz y un mol de CO, por mol de sustrato. Esta enzima es de
interés tecnologico, debido a que su actividad sirve como indicador de la efectividad de los
tratamientos térmicos de inactivacion de los inhibidores de proteasas en el grano de soja,
especialmente el KTI. La determinacion de la actividad de la ureasa, mediante el indice de

actividad ureésica (IAU), es comun en productos de soja destinados a la alimentacion animal,
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como la harina. EI procedimiento consiste en medir el incremento de pH de dispersiones
acuosas de harinas y otros productos derivados, reguladas inicialmente a pH 7,0 luego de 30
min de incubacion en condiciones estandarizadas (Araba y Dale, 1990; Sobral, 2015). El
método de determinacion del IAU es oficial de la AOCS (American Oil of Chemists’ Society,
Ba 9-58) y el Codigo Alimentario Argentino (Capitulo XIX, “Harinas, concentrados y
derivados proteinicos”, Articulo 1407) estipula valores maximos de 1AU de 0,3 para harinas de

soja.

I.IV. Hidratos de carbono de soja

Los hidratos de carbono de la soja se clasifican en solubles e insolubles, comprenden un
35% del grano entero y aproximadamente el 40 % de la materia seca de la harina desgrasada de
soja (Tabla 2). Los carbohidratos solubles son mayoritariamente sacarosa, oligosacaridos
(rafinosa, estaquiosa y verbascosa) y polisacaridos solubles, principalmente pectinas; estos dos
ultimos conforman la fibra dietaria soluble. Los carbohidratos insolubles son celulosa,
hemicelulosa, lignina, pectinas insolubles y otros polisacaridos no digeribles, que constituyen
la fibra dietaria insoluble de la soja (Ridner, 2006).

Los carbohidratos no estructurales, incluyen los azucares de bajo peso molecular y una
pequefa fraccion de compuestos de caracter amilaceo. De hecho, el contenido de almidon en la
harina de soja, a diferencia del de la harina de otras leguminosas (arvejas, lentejas), es muy
bajo (~ 0,6 % P/p, Belitz et al., 2009). Los carbohidratos no estructurales se encuentran
principalmente en el cotileddn del grano (Karr-Lilienthal et al., 2005). La sacarosa es el
disacarido principal en el grano de soja y los monosacaridos libres se encuentran en cantidades
traza (Tabla 2). Los oligosacaridos presentes en la soja son no digeribles y se clasifican desde
el punto de vista estructural como galacto-oligosacaridos (GOS), aunque algunos autores los
han clasificado en forma separada como “oligosacaridos de soja” por ser derivados de la
sacarosa (Mussatto & Mancilha, 2007). La rafinosa es un trisacarido donde un resto de D-
galactosa se une al de D-glucosa de la sacarosa terminal por un enlace glicosidico a(1—6)
(Gal-Glu-Fru); en cambio, la estaquiosa ((Gal).-Glu-Fru) y la verbascosa ((Gal)s-Glu-Fru),
contienen dos y tres unidades de D-galactosa unidas a la sacarosa terminal a través de su
residuo de D-glucosa. En la estaquiosa y la verbascosa, los restos de galactosa estan también
unidos entre si por enlaces glicosidicos a(1—6). Los oligosacaridos no son digeribles por las

enzimas del tracto digestivo humano y la fermentacion bacteriana a nivel intestinal genera en
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algunas personas susceptibles calambres, nauseas, dolor abdominal y diarrea, siempre que el
consumo sea excesivo. No obstante, en los ultimos afios, se ha reportado que el consumo
moderado de estos oligosacéridos es sumamente beneficioso porque ejercen varios efectos
positivos en la salud: accién prebidtica y crecimiento de bacterias benéficas en el colon,
reduccion del pH del colon con la consiguiente inhibicion del crecimiento de algunas bacterias
patdégenas, de produccion de sustancias citotoxicas y el incremento de la absorcion de
minerales. Ademas, se ha reportado que la proliferaciébn de microorganismos benéficos
favorece la produccion de algunos nutrientes, en especial, algunas vitaminas del grupo B
(Tomosatsu 1994; Liying et al., 2003, Mussatto y Mancilha, 2007). Debido a estas propiedades
benéficas, los oligosacaridos no digeribles se han incorporado como componentes de la fibra
dietaria, de acuerdo con las definiciones mas recientes propuestas por diferentes organizaciones

internacionales gubernamentales y no gubernamentales (Gray, 2006).

Tabla 2: Composicion promedio de hidratos de carbono en la harina de soja desengrasada y pellets de

soja, expresado en base seca. Fuente: Karr-Lilienthal et al. (2005)

Hidratos de Hidratos de
carbonono | % P/p en base carbono % F/p en base
estructurales seca. estructurales seca.
(17% Plp) (18-21% /p)
Glucosa Trazas De cotiledon
Galactosa Trazas Arabinogalactanos 5
Fructosa Trazas Polisacaridos acidos 8-10
Sacarosa 6-8 tipo pectina
Rafinosa 5-7 De la cascara
. Lignina,
Estaquiosa 4-5 hemicelulosa y
Verbascosa Trazas celulosa 1-2

o Galactomanamos
Almidon <1

Los polisacaridos estructurales estan compuestos por celulosa, pectina y hemicelulosas,
junto con mananos, galactanos y xiloglucanos. Parte de ellos estan ubicados en el cotiledon y
comprenden principalmente los polisacaridos acidos, los cuales contienen 30% de residuos de

acido uronico ( Furuta y Maeda, 1999; Nakamura et al., 2004).Los polisacaridos neutros estan
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principalmente compuestos por arabinosa y galactosa (arabinogalactanos) y al igual que los
polisacéridos &cidos, presentan una estructura ramificada (Nakamura et al., 2006). La céscara
de soja, por su parte, es una fuente rica en fibra dietaria por lo cual la cascara de soja esta
compuesta por un 86% P/, (en base seca), de carbohidratos que incluyen celulosa,
hemicelulosa, polisacaridos tipo pectinas, xilano y galactomananos (Dust et al., 2004).

Las fibras solubles e insolubles de la soja tienen efectos fisiologicos positivos en la
salud del tracto gastrointestinal. Ademas, trabajos recientes han demostrado que muchos
componentes aislados de la fibra son buenos agentes emulsificantes, estabilizantes y
texturizantes (Nakamura et al., 2006; Porfiri y Wagner 2018; Colletti et al., 2019).

I1. Sueros de soja y tofu

I1.1. Obtencion del suero de soja y usos

El suero de soja (SS) es un subproducto generado a partir de la produccion de APS.
Este subproducto posee una cantidad sustancial de nutrientes y compuestos bioactivos como
proteinas, azucares simples, oligosacaridos, minerales e isoflavonas (Belén et al., 2013). EI SS
comunmente se descarta en las aguas residuales, contaminando los cursos naturales de agua
por su alto contenido de materia organica (Chua y Liu 2019). Para la obtencién de los APS, se
utiliza harina de soja desgrasada como material de partida, se realiza una extraccion acuosa de
las proteinas en medio alcalino débil (pH 8,0) y posteriormente una precipitacion isoeléctrica
de las proteinas de reserva (glicinina y B-conglicinina) a pH 4,5, generandose un liquido
remanente que contiene las proteinas que no precipitaron al pH mencionado. El conjunto de
estas proteinas y los demas componentes hidrosolubles presentes constituyen el SS (Sorgentini
y Wagner 1999; Liu et al., 2008; Li et al., 2014). Por cada tonelada de APS se generan
aproximadamente 20 m® de SS, que tiene no sélo una alta demanda biolégica de oxigeno
(DBO; 8000-9800 mg/L) sino también una elevada demanda quimica de oxigeno (DQO;
17.000-26.000 mg/L) (Belén et al., 2012; Wang et al., 2013). Por este motivo, es fundamental
tratar el suero para reducir su carga organica antes de ser descartado como liquido residual. No
obstante, estos tratamientos son costosos e incrementan el costo de produccion de los APS
(Wang et al., 2013). Ademas de ser necesaria la gestion eficiente de este subproducto para
minimizar el impacto sobre el medio ambiente, se debe evitar la pérdida de importantes

compuestos bioactivos como las isoflavonas. En este contexto, el consumo de isoflavonas se ha
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incrementado debido a la creciente cantidad de evidencias cientificas acerca de los beneficios
de su ingesta (Setchell et al. 2001; Liu et al., 2013).

Debido a la elevada cantidad de componentes organicos y minerales, el SS sufre un
rapido deterioro: tiene una vida aproximada de 24h dependiendo de las condiciones
climatolégicas y de almacenamiento. Por lo tanto, es necesario procesarlo rapidamente para
diversos fines, como el aprovechamiento de las proteinas. En los ultimos afios se han realizado
estudios para el aprovechamiento del SS; Zhang et al. (2014) emplearon un método de
separacion por columnas asociado a un tamiz vertical para la recuperacién de las proteinas del
suero. Por otro lado, Li et al. (2016) mejoraron el método descripto previamente, evitando la
agregacion irreversible de las proteinas por adicion de un antiespumante con un contenido de
25% de Tween 20. Liu et al. (2013) desarrollaron un método de fraccionamiento de espuma en
dos etapas empleando proteinas del SS como colectores para la obtencidn de isoflavonas. Otros
investigadores, por medio de wuna concentracion por congelacion y empleando un
intercambiador de calor de pelicula descendente, lograron aumentar el contenido de sélidos
solubles en el suero tratado, facilitando la recuperacion de éstos (Belén et al., 2012,2013).
Ademas, el SS deshidratado por liofilizacién o secado en estufa a presion reducida se ha
empleado como agente emulsificante, obteniéndose excelentes resultados (Sobral et al., 2018).
Las proteinas aisladas del SS, usando el método tradicional de precipitacion con sulfato de
amonio (Sorgentini y Wagner, 1999), han mostrado buenas propiedades emulsificantes en
sistemas modelo a pH 7,0, en especial cuando estdn completamente desnaturalizadas (Palazolo
et al., 2004, 2005). Finalmente, la interaccion de las mismas con polisacarido soluble de soja
en medio &cido (pH 3,0), incrementaron notablemente la estabilidad de las emulsiones
resultantes frente al almacenamiento estacionario (Ray y Rousseau, 2013).

Por lo tanto, en base a lo descripto previamente, la recuperacion y utilizacion del SS o
de algunos de sus componentes por diferentes estrategias es una alternativa prometedora para
mitigar el impacto ambiental que genera la disposicion final de este liquido residual. Ademas,
por el alto contenido de compuestos de interés y su bajo costo, se puede emplear como materia

prima para la preparacion de ingredientes con potencial aplicacidn en la industria alimentaria.

I1.11. Obtencion del suero de tofu

El tofu es el principal producto procesado de soja y es popular en Asia, particularmente
en los paises de Asia oriental y sudoriental. Ademas, es cada vez mas aceptado por los

consumidores europeos debido a los beneficios para la salud y su aceptable precio (Chuay Liu,
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2019). El proceso tipico de obtencion del tofu se inicia con la limpieza y remojo de los granos
de soja durante 8 a 10 h; seguidamente se realiza una etapa de molienda y extraccién humeda
con una corriente de agua entre 80 a 90 °C. Este tratamiento térmico inactiva la lipoxigenasa y
promueve la formacion de un sistema disperso complejo (pH ~ 6,5) llamado leche de soja
(soymilk), donde al menos 50% de las proteinas estan presentes en particulas de diametro
mayor a 40 nm. Los lipidos, por su parte, se encuentran dispersos en cuerpos oleosos (oil
bodies), rodeados por fosfolipidos y oleosinas (Peng et al., 2016). Luego se realiza una etapa
de coccion con el objetivo de eliminar compuestos volatiles e inactivar los factores antitripticos
(Liu, 1999). El filtrado posterior de la leche de soja permite la eliminacion de fibras y proteinas
insolubles asociadas y en la fraccion soluble, las proteinas de reserva se coagulan afiadiendo
sales de calcio y magnesio (2—4 % de peso original de leche de soja , entre 10—-30 min, a 70-85
°C) o alternativamente agentes acidulantes como la D-glucono é-lactona (GDL) y el &cido
citrico (Khoder et al., 2020; Peng et al., 2016). Como resultado de la coagulacion, se forma
una estructura tipo gel llamada tofu, constituida fundamentalmente por las proteinas de reserva,
fibras y lipidos; el suero de tofu (ST) es expulsado en las operaciones de prensado o filtrado
(Belén et al., 2012). Aunque el ST contiene proteinas, oligosacaridos, sales e isoflavonas, que
pueden aislarse y emplearse como ingredientes en productos alimentarios, actualmente es
eliminado como un efluente liquido, causando contaminacién en los cursos de agua
superficiales y subterraneos, cuando no son tratados previamente a su descarte (Sobral y
Wagner, 2009; Palazolo et al., 2013). Al igual que el SS, el ST tiene una alta demanda quimica
de oxigeno (DQO: 17,000-26,000 mg/L). Ademas, por cada kg de grano de soja empleado
para la produccion de tofu, se generan 9 kg de ST, los cuales representan un importante
problema ambiental (Fei et al., 2017).

Las proteinas del suero de tofu, a diferencia de las del SS, estan desnaturalizadas debido
a los tratamientos térmicos aplicados a la leche de soja. La sacarosa es el azlcar mas abundante
en el ST, seguidos por los oligosacaridos estaquiosa y rafinosa (Espinosa-Martos y Rupérez,
2006). El ST contiene alrededor del 9% de las proteinas de la soja y cerca del 70% de los
minerales agregados en la coagulacion (Ben Ounis et al., 2008). Con respecto a la composicién
polipeptidica del ST, evaluada por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), se ha informado la presencia de KTI, de subunidades de la p3-
conglicinina, de subunidades de la lectina y una fraccion de polipéptidos de bajo peso
molecular (BPM ~ 14 kDa) (Espinosa-Martos y Rupérez, 2006; Sobral, 2015). Ademas, por

experimentos de SDS-PAGE con tricina (TSDS-PAGE), se observd que la composicion
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polipeptidica del ST depende del tipo y concentracion de sales de calcio utilizadas como
coagulantes, observandose la mayor variacion en las subunidades de la B-conglicinina (Kao et
al., 2003).

En los Gltimos afios, varios investigadores han valorizado el ST proponiendo
alternativas para su tratamiento por métodos fisicos (recuperacion de nutrientes) y
microbiol6gicos/enzimaticos (biotransformacién). Bazinet et al., (1999) recuperaron magnesio
(65% de recuperacién) y proteinas (34,7% de recuperacion) del ST con un método combinado
de electrodidlisis y electroacidificaciéon de membrana bipolar. EI magnesio recuperado puede
ser reutilizado en la etapa de coagulacion y, por ende, disminuye la necesidad del uso de
coagulantes frescos. Las proteinas y los oligosacéridos se pueden extraer del ST mediante
ultrafiltracion con membranas de diferentes cortes de peso molecular (Sriniworn et al., 2015).
Por otro lado, el ST ha sido concentrado por congelacion en un equipo de pelicula descendente
para recuperar proteinas e isoflavonas. (Belén et al., 2012; Belén et al., 2013; Benedetti et al.,
2015). Finalmente, los ST deshidratados por liofilizacién o por secado en estufa a presion
reducida mostraron excelentes propiedades emulsificantes en sistemas modelo a pH 7,0. De
hecho, la estabilidad de las emulsiones a concentracion equivalente de proteina fue mayor que
la de los SS deshidratados (Sobral et al., 2018). En otros estudios realizados en emulsiones
preparadas con APS, el ST deshidratado por liofilizacion mostré un efecto crioprotector
superior al de la sacarosa a concentracion equivalente de hidratos de carbono y en largos

periodos de almacenamiento congelado (1-6 meses) (Palazolo et al., 2013).

I11. Polisacarido soluble de soja

El polisacarido soluble de soja (SSPS) es un polisacarido presente en el cotileddn del
grano y se extrae a partir del okara. El okara es el residuo insoluble rico en fibra, resultante de
la preparacion de APS vy la leche de soja y se separa de la dispersion acuosa de las proteinas
por filtracion o centrifugacion. La extraccion de los polisacaridos a partir del okara se realiza
por tratamiento térmico en un medio débilmente acido. Luego del procedimiento de extraccion,
se realiza un refinamiento, pasteurizacion y finalmente un secado por spray o aspersion. La
técnica de extraccién ha sido patentada (Fuji Oil Co, Japdn) y por leves modificaciones
experimentales se obtienen distintas variantes de SSPS que difieren en sus propiedades fisicas

y comportamiento tecnofuncional (Maeda y Nakamura 2009).
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En la Tabla 3 se observa la composicion proximal tipica del SSPS. El andlisis de los
monosacaridos constituyentes revela que la D-galactosa, L-arabinosa y &cido D-galacturonico
son los azUcares principales, pero también estan presentes otros azlcares como L-ramnosa, D-
fucosa, D-xilosa y D-glucosa (Furuta et al., 1998). La composicién del SSPS es similar a la de
las pectinas &cidas de las frutas (manzanas, citricos), aunque con un contenido
significativamente mayor de monosacéaridos neutros. Ademas, tiene un contenido de proteina
residual variable (entre 5,0 y 10,0% /e, Furuta et al., 1998; Maeda y Nakamura 2009); no
obstante, se ha demostrado que la composicién quimica del SSPS depende principalmente del
proceso de extraccion. Por cromatografia de filtracion en gel, se han separado tres
componentes con PM de 550 kDa, 25 kDa y 5 kDa, respectivamente. La estructura quimica del
componente principal del SSPS (550 kDa) es muy compleja. La cadena principal esta
conformada por unidades de homogalacturano y ramnogalacturano. EI homogalacturano esta
conformado por restos de acido D-galacturonico (D-GalA) unidos por enlaces glicosidicos
o(1—4). El ramnogalacturano esta constituido por restos de D-GalA y L-ramnosa (L-Ra)
unidos por enlaces a(1—4) y a(1—2). Las ramificaciones del componente principal del SSPS
estdn ligadas a la cadena principal a través del C4 de los residuos de L-Ra de los
ramnogalacturanos: son unidades de -1,4-homogalactano (residuos de D-galactosa unidos por
enlaces glicosidicos B-1,4), a-1,3-homoarabinano y a-1,5-homoarabinano (residuos de L-
arabinosa unidos por enlaces glicosidicos a(1—3) y a(1—5), respectivamente). A su vez, los
residuos de L-arabinosa, D-fucosa, D-glucosa y D-xilosa pueden ligarse a las unidades B-1,4-

homogalactano (Madamera et al., 2001; Maeda y Nakamura, 2009)

Tabla 3: Composicion quimica del polisacarido soluble de soja (SSPS, SOYAFIBE-S-DA100®). En la
composicion de azlcares del SSPS, el % F/p se expresa sobre azlcares totales. Ra: L-ramnosa; Fu: D-
fucosa; Ara: L-arabinosa, Xi: D-xilosa; Gal: D-galactosa; Glc: D-glucosa; Gal A: 4acido D-

galacturdnico. Fuente: Maeda y Nakamura (2009).

Humedad Proteina Cenizas Fibra Composicién de azticares (% "/p)

. bruta orp dietaria

o) ey P ey Ra Fu Ara Xi Gal Gle GalA
5,8 9,2 8,6 66,2 5,0 3,2 226 3,7 | 46,1 | 1,2 18,2
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El SSPS es un polisacéarido no gelificante, es soluble en agua fria y caliente y forma
soluciones de baja viscosidad en comparacion con otros hidrocoloides, como la goma guar.
Ademas, la viscosidad de las soluciones de SSPS no es significativamente afectada por el
agregado de acidos y sales, disminuyendo s6lo en forma leve con el calentamiento (Maeda y
Nakamura, 2009). Ademaés, el SSPS es un polisacarido con actividad superficial. Se ha
demostrado que este polisacérido tiene excelentes propiedades emulsificantes y estabilizantes
de emulsiones aceite en agua en un amplio rango de pH, formando peliculas interfaciales
resistentes (Furuta et al., 1998; Nakamura et al., 2004; Nakamura et al., 2006a; Porfiri et al.,
2016) en concentraciones menores que las reportadas para otros polisacaridos como la goma
arabiga y almidones modificados (Buffo et al., 2001). Se ha demostrado que la fraccion de
proteina asociada al SSPS juega un papel importante en el anclaje de la fracciones de
carbohidratos en la interfase aceite/agua (Nakamura et al., 2004b). Cuando el SSPS se utiliza
como unico agente emulsificante, estabiliza las gotas de aceite por un mecanismo de repulsion
estérica, con las largas cadenas de polisacaridos de naturaleza hidrofilica formando peliculas
interfaciales gruesas (aproximadamente 30 nm) e hidratadas que evitan la floculacion y
coalescencia de las gotas (Nakamura, et al., 2004).

El SSPS también ha sido empleado para la elaboracion de peliculas biodegradables,
dado que este biopolimero es un polisacarido con fuertes propiedades adhesivas, incluso
mayores que las reportadas para goma arabiga y pululano (un polisacarido con una fuerza
adhesiva muy alta) (Maeda y Nakamura, 2009; Salarbashi et al., 2019).

Finalmente, el SSPS también se ha empleado junto con distintas proteinas para la
formulacion de emulsiones aceite en agua en medio &cido, logrando un incremento de la
estabilidad en condiciones estacionarias de almacenamiento y frente a tratamientos
tecnoldgicos. Como se menciond anteriormente (seccion I1.1), Ray y Rousseau (2013)
formularon emulsiones con dispersiones mixtas de proteinas aisladas del SS y SSPS a pH 3,0,
logrando una estabilizacion durante el almacenamiento estacionario por 60 dias. Ademas,
(Tran y Rousseau, 2013) encontraron que la interaccion entre el SSPS y las proteinas del APS
promueve la estabilizacién de emulsiones a valores de pH cercanos al punto isoeléctrico de la
glicinina y la B-conglicinina y por ende, permite extender el rango de aplicacion de estas
proteinas en sistemas dispersos acidos. De la misma manera, el SSPS se ha empleado para la
estabilizacion de emulsiones de base lactea en medio acido por interaccion con las caseinas,
logrando excelentes resultados, debido también a su baja reactividad con el calcio y su bajo
impacto sobre la viscosidad (Maeda y Nakamura, 2009). Finalmente, Cabezas et al., (2019)

realizaron estudios sobre emulsiones preparadas con dispersiones mixtas de SSPS y aislado
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proteico del lactosuero (WPI) en medio &cido (pH 3,0), logrando una mayor estabilidad a la
congelacidon-descongelacion con respecto a la de las emulsiones preparadas so6lo con WPI. En
base a lo mencionado, el SSPS es una excelente alternativa para ser empleado junto con
proteinas en la formulaciébn de emulsiones y para obtener sistemas estables frente a

tratamientos de estrés tecnologico.

IV. Interaccion entre biopolimeros

Segun la naturaleza y las condiciones del medio en que se encuentren los biopolimeros,
pueden existir entre ellos interacciones sinérgicas o antagonicas, las cuales generan cambios en
sus propiedades funcionales (Kruif et al., 2004). Las principales interacciones entre moléculas

de proteinas con otros biopolimeros, como los polisacaridos son:

(i). Covalentes: Enlaces formados entre atomos de los grupos funcionales en la misma
macromolécula o en diferentes macromoléeculas. La union se establece mediante la
coparticipacion de electrones entre los atomos que se combinan o, alternativamente, cuando
uno de los atomos participantes aporta el par de electrones para la formacion del enlace.
Ademas, se pueden formar enlaces covalentes dobles o triples, que tienden a ser mas cortos y
fuertes que los enlaces simples; la presencia de éstos le otorga rigidez estructural al grupo
funcional. La distribucion de los electrones dentro de un enlace covalente determina su
polaridad. Cuando los electrones estan igualmente compartidos por los atomos el enlace es no
polar; en caso contrario, sera polar y uno de los atomos adquirira una carga parcial positiva (8%)
y el otro, negativa (&7). Los enlaces covalentes también poseen direccionalidad, es decir, la
tendencia a estar localizados en angulos claramente definidos con respecto a otros. Las
propiedades mencionadas determinan la estructura tridimensional, la flexibilidad estructural, la
reactividad quimica y las demas interacciones que se establecen entre los grupos funcionales de

las macromoléculas (McClements, 2016).

(ii). Electrostaticas: Las interacciones electrostaticas se establecen entre grupos ionizados, que
poseen una carga eléctrica permanente o entre moléculas neutras con un momento dipolar
permanente, donde las cargas parciales (8" y &) estan asimétricamente distribuidas. Las
interacciones electrostaticas mas importantes son las interacciones ibén-ion, ién-dipolo y dipolo-

dipolo. Estas interacciones son de caracter repulsivo o atractivo dependiendo si las cargas (o
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cargas parciales) de los grupos funcionales involucrados tienen signo igual u opuesto. La
intensidad de las interacciones electrostaticas se reduce con el aumento de la fuerza i6nica por
apantallamiento (“electrostatic screening”) y, por ende, son fuertemente afectadas por la
presencia de sales. Ademas, las interacciones son afectadas por el pH de acuerdo con el pKa de
los grupos funcionales involucrados (McClements, 2016). En las proteinas y polisacaridos, la
interaccion por puentes idnicos involucra la interaccion electrostatica atractiva de cationes
polivalentes (Ca®*, Mg?*, Fe?*) con diferentes grupos anionicos de las macromoléculas, lo cual
puede producir cambios drasticos en la solubilidad. Por ejemplo, el agregado de Ca?* a la leche
de soja en medio neutro o débilmente &cido (pH ~ 6,5), favorece la coagulacién de las
proteinas de reserva por la formacién de puentes ionicos que involucran los restos
aminoacidicos de glutamato y aspartato, lo que permite la obtencion del tofu (seccién IL.11)
(Peng et al., 2016).

iii) Puentes de hidrégeno: Es una interaccion dipolo-dipolo que se establece no sélo entre
grupos funcionales de las macromoléculas, sino también entre estos grupos y las moléculas de
agua. Los puentes de hidrégeno se forman cuando un par de electrones no compartido de un
atomo muy electronegativo como el oxigeno interacciona con un atomo de hidrégeno de un
grupo funcional vecino (O—H?%"||||%0). Estas interacciones son mas fuertes que otras del tipo
dipolo-dipolo debido a que los 4&tomos de hidrogeno tienen un radio pequefio y una alta
tendencia a adquirir una carga parcial positiva (8). De hecho, la intensidad de esta interaccion
produce un alineamiento permanente de los grupos funcionales involucrados. Este caracter
direccional del puente de hidrogeno explica en parte, las propiedades unicas de la molécula de

agua.

(iv). Van der Waals: Las fuerzas de van del Waals son interacciones de caracter atractivo que
actGan en todos los tipos de grupos funcionales (i6nicos y neutros, polares y no polares)
(Israelachvili, 2011). Las interacciones de Van der Waals tienen tres contribuciones
principales: induccidn, dispersion y orientacion. En una molécula o grupo funcional no polar,
los electrones se mueven continuamente alrededor del nlcleo y de manera instantanea, se
puede generar una distribucion asimétrica de las cargas negativas, creando un dipolo
transitorio. Las fuerzas de dispersion, también llamadas fuerzas de dispersién de London,
surgen cuando un dipolo transitorio en un grupo funcional no polar genera un campo eléctrico

que induce un dipolo instantaneo en otro grupo vecino (Dickinson, 1998; McClements, 2006).
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Las fuerzas de induccién surgen cuando un dipolo permanente en un grupo genera un campo
eléctrico que induce un dipolo transitorio en otro grupo funcional. Finalmente, las fuerzas de
orientacion surgen entre dos dipolos permanentes que rotan continuamente. Cuando la
interaccion entre los dos dipolos es lo suficientemente fuerte como para que los mismos estén
alineados permanentemente en el tiempo, esta contribucion es reemplazada por la interaccion

dipolo-dipolo descripta en el item ii) (McClements, 2016).

(v). Exclusion estérica: Cuando los 4&tomos de dos grupos funcionales se acercan lo suficiente
como para producir un solapamiento de sus capas electronicas, se genera una fuerte interaccion
repulsiva, pero de corto alcance. Esta interaccion recibe el nombre de fuerza de exclusién
estérica o de solapamiento estérico. En mezclas de biopolimeros, el gran volumen ocupado por
una molécula de biopolimero en solucion disminuye el volumen disponible que puede ser
ocupado por la molécula de otro biopolimero debido al efecto estérico; por ende, el contacto
entre ambas moléculas no es favorable termodindmicamente debido a una disminucion en la

entropia y se genera una fuerte interaccion repulsiva (McClements, 2016).

(vi). Hidrofobicas: Son interacciones atractivas moderadamente fuertes que se establecen entre
los grupos no polares presentes en las macromoléculas y en presencia de agua (McClements,
2016). El origen de estas interacciones se atribuye a la capacidad de las moléculas de agua de
formar puentes de hidrégeno relativamente fuertes con sus vecinas en tanto que con los grupos
no polares es sélo posible la interaccion por fuerzas de dispersion mas débiles. Cuando un
grupo no polar se pone en contacto con agua, las moléculas de agua se reordenan en su
inmediata vecindad formando puentes de hidrdgeno. Por lo tanto, para que dos grupos no
polares interaccionen entre si en presencia de agua, es necesaria la ruptura de los puentes de
hidrogeno de las moléculas de agua organizadas en sus vecindades, fenémeno
termodinamicamente favorecido debido a un incremento de la entropia del sistema. Este
fendmeno se denomina efecto hidrofobico y es responsable de la inmiscibilidad del aceite con
el agua y en el caso de las proteinas, es responsable de los fendmenos de agregacion por
desnaturalizacion térmica y la adsorcion interfacial (seccion V.11). Ademas, la intensidad de las
interacciones hidrofébicas se incrementa con el aumento moderado de la temperatura (Géalvez
Mariscal et al., 2013).

La intensidad de las interacciones mencionadas depende de los tipos de biopolimeros
involucrados (peso molecular, densidad de carga, flexibilidad estructural, hidrofobicidad), la

composicion de la solucién (pH y fuerza idnica) y las condiciones del entorno (temperatura y
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cizallamiento). El control de estos pardmetros en los sistemas dispersos permite modular la

intensidad de las interacciones entre los biopolimeros (McClements, 2006)

IV.1. Interaccién entre proteinas y polisacaridos

Las interacciones entre proteinas y polisacaridos, son empleadas ampliamente para
mejorar la estabilidad fisica y las caracteristicas de textura de una amplia gama de sistemas
coloidales dispersos (dispersiones, emulsiones, espumas, geles y sus variantes) y de diversos
alimentos procesados (Semenova, 2017). La interaccion con polisacaridos puede modificar la
solubilidad, las propiedades espumantes, gelificantes y emulsificantes de las proteinas. Las
interacciones dependen del estado conformacional del biopolimero (globular, estructuras
desordenadas, ‘“random coil”, estructuras helicoidales en polisacaridos, etc.), tamafio
molecular, pH, fuerza ionica, densidad de carga, temperatura y concentracion: (i) interacciones
no covalentes: electrostaticas, puentes de hidrogeno, hidrofobicas, Van der Waals, exclusion
estérica y (ii) enlaces covalentes (McClements 2016; Ozturk y McClements 2016; Semenova
2017).

Al preparar sistemas mixtos de proteinas y polisacaridos se pueden generar sistemas
con una sola fase o bifasicos, lo cual depende en gran medida en la naturaleza de los
biopolimeros involucrados, la composicion de la dispersion acuosa y las condiciones del
entorno (Figura 3). En sistemas de una fase, ambos biopolimeros pueden coexistir como
moléculas individuales o como complejos solubles que se distribuyen uniformemente por todo
el sistema (sistemas a y d). En los sistemas bifasicos, la interaccion entre los dos biopolimeros
y la separacion de las fases puede ocurrir por dos mecanismos fisicogquimicos: asociativo,
donde ambos biopolimeros se atraen entre si (sistema b) y segregativo, donde los dos
biopolimeros se repelen, definiéndose como incompatibles (sistema ¢) (Benichout et al., 2002;
de Kruif y Tuinier 2001; McClements, 2006; Rodriguez Patino y Pilosof, 2011).

En dispersiones diluidas el sistema mixto es estable debido al efecto predominante de la
entropia de mezclado; las proteinas y polisacaridos forman complejos solubles (sistema a) o
son cosolubles (sistema d). Al incrementar la concentracion de los biopolimeros pueden ocurrir
los fendmenos de asociacion o segregacion (sistemas b y c, respectivamente). En la separacion
asociativa existen fuertes atracciones entre los biopolimeros debido a la atraccion
electrostatica. Por ejemplo, la complejacion entre proteinas y polisacaridos anidnicos ocurre a
un valor de pH menor al punto isoeléctrico de las proteinas. Al incrementar la concentracién de

biopolimeros ocurre una separacion de fases donde se genera una fase coacervada rica en
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biopolimeros y otra fase diluida con baja concentracion de ambos biopolimeros, un fenémeno
denominado coacervacion compleja. La formacién de estos complejos es usualmente
reversible, lo cual se logra modificando las condiciones del entorno (de Kruif et al., 2004). En
sistemas donde predominan las interacciones de repulsién entre los biopolimeros al
incrementar la concentracién ocurre una separacion de fases en la cual cada biopolimero se
encuentra concentrado en una fase independiente. Este fendmeno se denomina segregacion y a
estos sistemas se los han denominado “emulsiones agua en agua (W/W)” (Martinez, 2010). La
segregacion puede darse entre un polisacarido aniénico y una proteina a un pH mayor a su
punto isoeléctrico, donde ambos biopolimeros exhiben carga neta negativa. En este contexto,
en la Figura 3 se hizo especial énfasis en las interacciones electrostéticas repulsivas o
atractivas, que son fuertes y de largo alcance o rango, pero estos procesos pueden también
ocurrir con biopolimeros que no poseen carga neta. Por ejemplo, se pueden obtener sistemas
bifasicos por segregacion al mezclar gelatina (10% F/p) y almidén soluble de papa (10% P/p) en

solucion acuosa y en medio neutro (Benichou et al., 2002)

Solucién de
de proteina

Solucién
polisacarido

Interacciones
Repulsivas

e

Interacciones
atractivas

[Complejaci()n] Concentracién Concent'racmn
alta Baja
1 Fase i T
a (d
R (a) &
8 )
% EAS=S
Complejo Coacervado Incompatibilidad  Cosolubilidad
soluble

Figura 3: Representacion esquematica de los cuatro sistemas posibles al preparar un sistema mixto de

proteina-polisacarido. Adaptado de McClements (2006).
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En base a lo mencionado, los sistemas mixtos descriptos exhiben estructuras y
propiedades diferentes, lo cual modifica las propiedades funcionales de los biopolimeros y
tienen una notable influencia en los sistemas que los conforman (Tolstoguzov, 1991).

V. Propiedades funcionales de proteinas

Las propiedades funcionales, también Ilamadas tecnofuncionales, se definen como las
propiedades fisicoquimicas que afectan el comportamiento de las proteinas en los sistemas
alimenticios, durante el procesamiento, almacenamiento y consumo de los mismos (Kinsella,
1979). Por su parte Chelftel et al. (1993) define las propiedades funcionales como aquellas
propiedades de las proteinas, diferentes de las que se relacionan con la nutricion, que
condiciona su empleo en alimentos. Las propiedades funcionales de las proteinas se relacionan
con las interacciones de las mismas con el agua, los lipidos, los hidratos de carbono, e
interacciones entre moléculas de la misma proteina y entre distintas proteinas (Phillips et al.,
1994). Las proteinas tienen diversas propiedades funcionales y estas pueden clasificarse de

acuerdo con el tipo de interaccion molecular (Tabla 4).

Tabla 4: Clasificacion de las propiedades funcionales de las proteinas, segin el tipo de interaccion.
Adaptado de Phillips et al. (1994)

Propiedad general Criterio funcional
Solubilidad
Propiedades de hidratacion dispersabilidad.
dependientes de la Viscosidad
interaccién proteina-agua Hinchamiento

Adsorcion y sorcion
Retencidn de agua

Propiedades dependientes de
i i . Precipitacion
las interacciones proteina-
i Gelificacion
proteina
Propiedades emulsificantes

Propiedades de superficie .
Propiedades espumantes
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La clasificacion presentada en la Tabla 4, indica la interaccion predominante en una

dada propiedad funcional, aun cuando los otros tipos de interacciones se encuentran presentes.

V.l. Propiedades de hidratacion

La conformacion de una proteina en solucion depende, fundamentalmente, de sus
interacciones con el agua. La mayor parte de los alimentos son sistemas sélidos hidratados y el
comportamiento fisico-quimico y reoldgico de las proteinas y los otros constituyentes de los
alimentos, estan influenciados no s6lo por la presencia de agua sino también por su actividad.
Cuando predominan las interacciones con el agua, las propiedades tecnofuncionales mas

relevantes son las siguientes:

(i). Solubilidad: La solubilidad es la capacidad de un material proteico en formar soluciones
coloidales. El concepto de solubilidad depende de las condiciones experimentales para su
determinacion y, por ende, es un concepto operativo, dado que no se puede hacer una
definicion termodindmica. En este contexto, la solubilidad proteica se define como la
proporcion de nitrégeno (o proteina) de una muestra proteica que se solubiliza luego de un
procedimiento especifico de solubilizacion (Pilosof, 2000). En general, este procedimiento
incluye un proceso de agitacion suave (por ejemplo, agitacion magnética) a una temperatura y
tiempo definidos. Luego, las particulas insolubles se remueven por centrifugacion en
condiciones definidas o por filtracion y se procede a la determinacién de proteinas en el
sobrenadante o el liquido filtrado. La solubilidad proteica depende del estado fisico-quimico de
sus moléculas que podria alterarse por tratamientos de calentamiento, procesamiento, secado y
condiciones de almacenamiento, siendo dependiente del pH, temperatura, fuerza ionica y
presencia de solventes organicos. En general, las proteinas exhiben una solubilidad minima a
un pH igual a su punto isoeléctrico y depende marcadamente de la concentracion y tipo de
sales presentes (salting in y salting out). Esta propiedad es muy Util en la seleccién de las
condiciones éptimas de extraccion de las proteinas de sus fuentes originales. Por ejemplo, el
empleo de agua destilada con ajuste a pH 8,0 es un procedimiento adecuado para la extraccion
de las proteinas de la harina desgrasada de soja en la preparacion de APS (Sorgentini y
Wagner, 1999). Ademas, la solubilidad proteica tiene suma relevancia en bebidas y productos

emulsionados o espumados.
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(i1). Dispersabilidad: Es la capacidad de un material para dispersarse en presencia de agua por
inmersion. Esta propiedad tiene suma relevancia en productos liofilizados o secados por

aspersion o spray.

(iii). Adsorcion de agua: Es la aptitud de un material para adsorber agua en forma espontanea
cuando se le expone a una atmosfera de humedad relativa superior a la humedad relativa de
equilibrio con el material. En principio es un fendmeno superficial, pero si la extension de la
hidratacion es importante puede ocurrir absorcién, hinchamiento y finalmente, solubilizacién.
Esta propiedad de hidratacion tiene particular relevancia en productos de bajo contenido de

agua y en procesos de secado y de almacenamiento.

(iv). Absorcion de agua: Es la capacidad de un material para embeber agua en su estructura en
forma espontanea cuando se le pone en contacto con agua a través de una superficie que se

mantiene himeda o por inmersion.

(v). Retencion de agua: Es la capacidad de un material hidratado para retener agua frente a la

accion de una fuerza externa de gravedad, centrifugado o de compresion.

(vi). Hinchamiento: Indica el cambio de volumen de un material que acompafia a la
hidratacién (Pilosof, 2000).

Las ultimas tres propiedades son especialmente relevantes en productos semisolidos

como embutidos, masas y geles.

V.I1. Propiedades de superficie

Las moléculas de proteinas son anfifilicas y por lo tanto tienden a adsorberse en las
interfases por su flexibilidad molecular, la capacidad de alterar su conformacién y generar
asociaciones intermoleculares en la interfase formando peliculas que la estabilizan (Chelftel et
al., 1993; Phillips et al., 1994). Por ende, las propiedades de superficie de las proteinas reflejan
la capacidad para su difusion, adsorcion, desplegamiento y reordenamiento en la interfase
(Wagner, 2000).

Las proteinas son empleadas como agentes surfactantes en sistemas alimenticios

espumados 0 emulsionados debido a su comportamiento interfacial. Generalmente, desde el
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instante en que la proteina entre en contacto con la interfase, los restos de aminoéacidos no
polares se orientan hacia la fase no acuosa y los polares hacia la fase acuosa, favoreciendo su

adsorcion, asociada a una reduccion de la energia libre del sistema.

V.11.1. Tension superficial e interfacial

Una interfase es una delgada region que separa dos fases, las cuales pueden ser gas-
liquido, gas-sélido, liquido-liquido, liquido-sélido o solido-sélido (Walstra, 2003). Para fines
practicos se asume que la interfase es planar y de grosor infinitesimal, pero esto ignora la
naturaleza altamente dindmica de la region interfacial, asi como también la estructura y
organizacion de todas las moléculas involucradas (McClements, 2016). Como se mencion6
previamente (seccion 1V), las moléculas de agua son capaces de formar puentes de hidrogeno
con sus vecinas, pero solo pueden interaccionar por fuerzas de Van der Waals méas débiles con
las moléculas de triglicéridos. Por consiguiente, el incremento del area de contacto entre las
dos fases es termodindmicamente desfavorable porque involucra el reemplazo de fuertes
interacciones entre moléculas de agua por interacciones méas debiles con las moléculas de
triglicéridos de la fase lipidica. Para hacer un analisis termodinamico completo, se deben
considerar tanto la organizacion estructural de las moléculas en la interfase (ligada a la
entropia) como sus energias de interaccion (ligadas a la entalpia). En base a esto, el fendmeno
de separacion de fases en un sistema de aceite y agua minimiza la energia libre y esta
dominado por el efecto hidrofébico. En conclusion, la energia libre (AG) necesaria para
incrementar el area de contacto (AA) entre dos fases inmiscibles, a temperatura y presion
constante es:

AG = y;-AA (1)

vi es la tension interfacial. Este término se aplica para sistemas de dos fases inmiscibles
condensadas (por ejemplo, agua y aceite). Si una de las fases es un gas (por ejemplo, agua y
aire), en la ecuacion 1 la tension interfacial se reemplaza por la tension superficial (ys). La
Figura 4 representa esquematicamente las interacciones que se establecen en un liquido en
contacto con el aire. Las moléculas presentes en el seno de la fase condensada estan sometidas
a atracciones casi simétricas; las de la superficie, por el contrario, se encuentran parcialmente
rodeadas, y s6lo experimentan interacciones atractivas desde el seno del liquido. La atraccion

tiende a arrastrar a las moléculas de la superficie hacia el interior y provoca una disminucién
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del &rea entre las fases. Por ende, desde el punto de vista conceptual, la tension superficial e
interfacial puede ser entendida como una fuerza contréctil que tiende a minimizar el contacto

entre las dos fases inmiscibles. (Fennema, 1985; Adamson, 1990).

Aire

— Liquido

%%

Figura 4: Fuerzas de interaccion entre las moléculas de un liquido en contacto con el aire.

El valor de la tension superficial e interfacial esta determinado por la magnitud del
desbalance de las interacciones moleculares a lo largo de la interfase: cuanto mayor sea el
desbalance mayor el valor de ambos parametros. (Israelachvili, 1992; Evans y Wennerstrom,
1994). La tension superficial e interfacial actia en la direccion de la interfase y se opone al
crecimiento de ésta, propiedad en la que se basan los métodos que pueden medirla (Walstra,
2000). Ambos parametros pueden expresarse en términos de energia por unidad de area
interfacial (J-m™) o en unidades de fuerza por unidad de longitud de interfase (N-m™).

La sustancia que disminuye la tension superficial e interfacial durante su adsorcion y en
la interfase recibe el nombre de tensoactivo. La sustancia tiende a acumularse en la interfase y
la energia libre del sistema luego de la adsorcion es menor que la del sistema previo a la
adsorcion, siendo esta diferencia determinada por cambios en la energia de las interacciones
entre las moléculas involucradas en el proceso (de las fases inmiscibles y del tensoactivo) y
también por efectos entropicos (McClements, 2016). Este cambio en la energia libre se
manifiesta a través de una disminucién de la tension superficial o interfacial debido a que el
namero de contactos desfavorables entre las moléculas de las fases inmiscibles se reduce luego
de la adsorcion de la sustancia activa superficialmente. La disminucion de la tension superficial
e interfacial por la presencia de un tensoactivo se puede evaluar mediante la definicion del

concepto de presion superficial o interfacial ().

T=Y,—v (2)
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vo y v son las tensiones superficiales o interfaciales entre la fase acuosa y oleosa o0 gaseosa en
ausencia y presencia de agente tensoactivo, respectivamente (McClements, 2016; Schramm,
2006).

V.I11. 1. Cinética de adsorcion en la interfase

Cuando se incorpora una proteina como agente tensoactivo en un sistema disperso, la
velocidad con la que se adsorbe en la interfase depende de diversos factores relevantes que
determinan su eficacia como agente espumante o emulsificante. La velocidad de adsorcion de
una proteina depende sus caracteristicas estructurales (PM, flexibilidad estructural, estado
conformacional), las propiedades de la fase continua (viscosidad, polaridad) y las condiciones
del entorno (temperatura) (McClements, 2016). La proteina adsorbida adopta una nueva
conformacion en la interfase, que minimiza la energia libre del sistema. Segun Israelachvili
(2011) en las interfases aceite/agua y aire/agua una proteina adopta la siguientes
conformaciones (Figura 5):

(). Fila (train): Es la seccion de la molécula que esta en contacto directo con la interfase e

intervienen restos aminoacidicos hidrofobicos

(i1). Lazo (loop): Es la seccion de la macromolécula que esta suspendida en el seno de la fase

acuosa y esta conformado mayoritariamente por restos aminoacidicos de caracter hidrofilico.

(iii). Cola (tail): Es la seccion terminal de la molécula. Se encuentra compuesto mayormente

de restos aminoacidicos hidrofilicos que se orientan hacia la fase acuosa.

Fila

Lazos l Cola

/ Aire / Aceite
N

Agua

<

Figura 5: Representacion de las diferentes configuraciones que adopta una macromolécula en las

diferentes interfases aire/agua o aceite/agua. Adaptado de: Dickinson (1992) y Bos y van Vliet (2001)
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Entre las proteinas presentes en la interfase pueden producirse reacciones de
entrecruzamiento por medio de interacciones electrostaticas, hidrofobicas y/o covalentes
(Dickinson y Matsumura 1991). Por lo tanto, la adsorcién de una proteina en la interfase podria
ser considerada irreversible en ausencia de otras proteinas con mayor flexibilidad o de
pequefias moléculas tensoactivas, cominmente llamados surfactantes, que muestran mayor
actividad tensoactiva y producen mayores incrementos de la presion superficial (Mackie et al.,
2001). No obstante, las moléculas de proteina también pueden cambiar su conformacion,
posterior a la adsorcion, debido a las condiciones del medio como fuerza idnica, pH,
temperatura y composicion de la fase acuosa (McClements, 2016). En este contexto, es
importante destacar que el desplegamiento de las proteinas en la interfase es parcial, en
especial en sistemas dispersos preparados con dispersiones acuosas de muestras constituidas
por proteinas globulares oligoméricas (por ejemplo, glicinina y B-conglicinina de los APS).

La cinética de adsorcion de una proteina en la interfase aire/agua o aceite/agua se
evalla mediante la variacion de la tension o presion interfacial o superficial en el tiempo hasta
llegar a la presion superficial/interfacial de equilibrio (yeq). ESte equilibrio, que es de naturaleza
dinamica, esta casi totalmente desplazado hacia la adsorcion interfacial, porque esta situacion
es mas favorable desde el punto de vista termodinamico. La adsorcion de una proteina en la
interfase se produce en tres etapas (Figura 6): (i) difusion de la proteina desde el seno hacia la
interfase; (i) penetracion (adsorcion) y desplegamiento interfacial, que involucra un
reacomodamiento de los grupos funcionales polares hacia la fase acuosa y los no polares hacia
la fase oleosa o aire; (iii) reordenamiento en la interfase, formacién de multicapa y/o
gelificacion interfacial. Completada esta Ultima etapa, la interfase se encuentra saturada de
proteina y se alcanza el valor de tension interfacial o superficial de equilibrio (yeq). Para los
agentes emulsificantes no proteicos, solo tienen lugar las dos primeras etapas, debido a su
estructura molecular mas simple.

Cuando el espacio disponible en la interfase se satura, se forma una monocapa que da
lugar a la formacion de una pelicula o film interfacial. En dispersiones proteicas muy
concentradas, el exceso de proteina promueve la adsorcion en multicapas, dependiendo
principalmente de la naturaleza de las interacciones que se establecen entre las moléculas de
proteina adsorbidas en la monocapa y las que provienen del medio acuoso (McClements, 2004,
2016).
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Difusion Adsorcion Reordenamiento Aire / Aceite
Agua
(1) (11) (111)

Figura 6: Representacion de la cinética de adsorcion de una proteina en la interfase aire/agua o
aceite/agua: (i) difusion de la proteina hacia la interfase; (ii) penetracion de la proteina en la interfase;

(iii) reordenamiento de la proteina en la interfase.

Por otro lado, el conocimiento de las propiedades reoldgicas de las peliculas
interfaciales que se forman es fundamental, porque influyen en la formacion y estabilidad de
espumas y emulsiones (Dickinson y Matsumura 1991; Bos y Vliet 2001; McClements 2012).
Las propiedades mecanicas y viscoelasticas han sido relacionadas con la funcionalidad (Kim y
Kinsella 1985; Phillips 1981). Las propiedades reoldgicas y la estructura de las membranas
interfaciales, estd gobernada por la interacciones entre las macromoléculas que las componen
(Rodriguez Patino et al., 2002) por lo cual, las caracteristicas de las mismas son muy sensibles
a la existencia de esas interacciones entre las moléculas presentes en la interfase y las de la fase

acuosa (Murray, 2002).

V.ILI111. Propiedades espumantes

Las espumas son sistemas bifasicos en los que una fase gaseosa esta dispersa en forma
de burbujas (Dickinson y Semenova 1992; Thiansilakul et al., 2007). Las burbujas estan
separadas entre si por paredes liquidas denominadas peliculas o lamelas. Segun el tamafio de
las burbujas y el espesor de la pared, una espuma puede ser tan densa como la fase continua
liquida o tan ligera como la gaseosa dispersa (Walstra, 2000). Las geometrias de las burbujas
en las espumas son poliédricas y no esféricas, esto ocurre en espumas concentradas en fase
gaseosa 0 posterior al drenado, suelen tener didmetros entre 0,1 a 10 mm (Schramm, 2006). En
la Figura 7 se muestra un sistema espumado Y su estructura general.

Las espumas se pueden clasificar en los siguientes tipos:
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(i). Espumas esféricas: Pueden generarse en algunos sistemas burbujas esféricas en espumas
jovenes y cuando la cantidad de gas introducido en el liquido es lo suficiente baja como para
que las burbujas formadas conserven su forma esférica, en espumas con una fase acuosa
continua gelificada, congelada o de alta viscosidad (ejemplo: en helados de base acuosa o en
cremas heladas).

(if). Espumas poliédricas: La relacion gas/liquido es tan elevada que las burbujas se ven
presionadas una con otras disponiéndose en una estructura tipo panal de abeja (ejemplo:

cerveza).

(iii). Espuma transitoria: Su denominacion es debido a su comportamiento cinético, siendo su
vida media aproximada de segundos o minutos (ejemplo: espuma de bebidas fermentadas

espumantes, como el champagne).

(iv). Espumas permanentes: Son sistemas con una estabilidad superior, posee una vida media
del orden de dias o semanas, por lo que se puede decir que son estables (ejemplos: merengue
de torta)

Borde de
plateau i

Lamela Espuma

Liquido drenado

Figura 7: Representacion esquematica de un sistema espumado Yy vista amplificada de la pelicula entre
burbujas. Adaptado de Schramm (2006)
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V.ILIII. 1. Formacion de espumas

Las proteinas como agentes espumantes deben tener dos efectos sobre las espumas;
reducir la tensién superficial, promoviendo la formacion de las espumas y la capacidad de
estabilizarla, por medio de la formacién de una pelicula interfacial con propiedades mecanicas
apropiadas para impedir su rapida destruccion (Walstra, 1989). El incremento en la velocidad
de difusién de la proteina hacia la interfase aire/agua, promueve la formacion de una pelicula
con propiedades mecénicas adecuadas para evitar el colapso de las burbujas generadas
(Rodriguez Patino et al., 2008). Hay factores extrinsecos e intrinsecos que afectan las
propiedades espumantes de las proteinas. Los factores extrinsecos (dependientes de medio
acuoso) son: concentracién proteica, pH, fuerza iénica; en cambio los intrinsecos de la proteina
son: hidrofobicidad, carga neta, flexibilidad, conformacion molecular y solubilidad.

El proceso de formacion de espuma consiste en incorporar gas a una solucion proteica
con creacion de nueva area interfacial, por lo tanto, se forman burbujas rodeadas por una
pelicula proteica (Figura 8). La espuma se puede obtener por diversos métodos: (i). Disolucién
de gas bajo presion y liberandolo después por descenso de la presion (por ejemplo: gaseosas,
cervezas) o formacidn de gas in situ (por ejemplo: masas fermentadas) ;(ii) Inyeccion de gas a
través de un orificio angosto (burbujeo) y batido o agitacion con cantidad ilimitada de gas
(Wagner, 2000).

Formacién
de espuma

Aguja-

Figura 8: Representacién de la formacion de una espuma por el método de burbujeo.
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Los valores elevados de presion superficial (ws), promueven la formacién de burbujas
con tamafio mas pequefios y la formacion una pelicula interfacial con una alta
viscoeslasticidad, logra estabilizar las burbujas durante el proceso de formacion de la espuma
(Rodriguez Patino et al., 2008).

V.ILII. 11. Estabilidad de espumas

La estabilidad de una espuma esta determinada por la tension superficial, las
propiedades reoldgicas de la fase continua, las propiedades mecénicas de la pelicula interfacial,
el tamafio de las burbujas, la temperatura y la naturaleza de la fase gaseosa. Ademas, una
concentracion alta de tensoactivo puede proporcionar una cobertura suficiente en la superficies
de las burbujas, logrando estabilizarlas frente a los procesos de colapso durante la formacién
(Denkov et al., 2020). Para tener una comprension precisa de los mecanismos que controlan la
estabilidad de las espumas se requiere tener informacion sobre la estructura y las propiedades
mecanicas de las capas adsorbidas en la interfase aire/agua y la presion superficial a tiempos
prolongados de adsorcion (Dickinson, 2020).

El proceso de desestabilizacion en una espuma consiste en la tendencia de la fase
gaseosa discontinua a formar una fase continua por aproximacion y/o fusion de las burbujas, a
fin de alcanzar un minimo de area superficial, que es la condicion de minima energia libre
(Wagner 2000). Las espumas se desestabilizan por tres mecanismos que pueden actuar

simultdneamente (Figura 9):

Espuma
inicial
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Figura 9: Representacidn esquematica de los procesos de desestabilizacién de una espuma.
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(i). Drenado: Consiste en la migracion del liquido que ocupa el espacio entre dos burbujas de
aire y genera estrechamiento de la pelicula liquida que las separa. Este fendbmeno ocurre debido
a la accion de la gravedad y por la diferencia de densidad entre la fase liquida y gaseosa.

(ii). Difusion o desproporcion: consiste en el transporte o migracion del gas contenido en las
burbujas pequefias hacia las mas grandes (Murray 2002; Ettelaie et al., 2008). La fuerza
impulsora para que ocurra este fendmeno es un gradiente de presion de Laplace a través de la
superficie de la burbuja, generando una mayor presion superficial para las burbujas pequefias.
La compresion entre burbujas y la delgadez de la pelicula que la separa (debido al drenado)
conduce a la geometria poliédrica. Segun la ley de Henry, la solubilidad de un gas es
proporcional a su presion, por ende, la solubilidad es mayor en el interior de una burbuja
pequefia que el interior de una con un tamafio mayor. Este proceso es auto-acelerado, ya que
las burbujas pequefias se hacen cada vez mas pequefias debido a la difusion y por lo tanto la

fuerza impulsora aumenta.

(iii). Colapso: Es la fusion de las burbujas generada por la ruptura de la pared que las separa
(lamela), al debilitarse por la disminucion de su espesor, generando la reduccion del volumen

de espuma.

V.11 IV. Propiedades emulsionantes

Las emulsiones son sistemas heterogéneos compuestos por una mezcla de dos fases
inmiscibles, una continua y otra dispersa en forma de pequefias gotas y por ende, desde el
punto de vista fisicoquimico son dispersiones coloidales liofébicas (Damodaran, 2006;
McClements, 2016). Muchos alimentos naturales y procesados son emulsiones o lo han sido
durante alguna etapa de su produccion e incluyen leche y derivados, cremas heladas,
mayonesas, aderezos, salsas, licores cremosos, bebidas vegetales, formulas infantiles,
margarinas y blanqueadores de café. La fase que conforman las gotas se denomina fase
dispersa o discontinua y la que conforma el medio dispersante se denomina fase continua. En la
mayoria de las emulsiones alimentarias los diametros de gota varian entre 0,1 y 100 um y
pueden clasificarse convenientemente de acuerdo a la distribucién espacial relativa de las fases
acuosa y oleosa en (Figura 10): i) emulsiones aceite en agua (“oil-in-water”’, O/W) donde las
gotas de aceite se dispersan en un medio acuoso (ejemplo: leche, mayonesa, blanqueadores de

café); i) emulsiones agua en aceite (“water-in-oil”, W/O), donde las gotas de agua estan
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dispersas en un medio oleoso (ejemplo: manteca y margarinas). Por lo tanto, en las emulsiones
O/W la fase dispersa es oleosa y en las emulsiones W/O es acuosa (McClements, 2016).

Ademads, existen otros sistemas emulsionados de mayor complejidad, denominados
emulsiones multiples, que se caracterizan por el hecho de que las gotas de la fase dispersa
contienen a su vez gotas muy pequefias de liquido inmiscible con el de las gotas que las
contiene y por lo general miscible con el de la fase continua. Las emulsiones multiples mas
importantes son las de aceite en agua en aceite (“oil-in-water-in-oil” O/W/O) y agua en aceite
en agua (“water-in-oil-in-water” W/O/W). Por ejemplo, una emulsion W/O/W tiene dos fases
acuosas, una interna (W1) y otra externa (W-), no necesariamente de la misma composicion.
Las gotas de agua de la fase acuosa interna se encuentran dispersas en gotas de aceite de mayor
tamarfio y éstas a su vez se dispersan en la fase acuosa externa (W1/O/W-). Estos sistemas son
atractivos para la industria alimentaria ya que la obtencion de emulsiones multiples estables
permitiria no sélo una reduccion del contenido lipidico total sino también, la liberacion
controlada de compuestos bioactivos (Garti, 1997; Pal, 2011).

La concentracion de gotas en una emulsion se describe en téerminos de la fraccion
volumétrica de fase dispersa (¢) o de la fraccion masica de fase dispersa (¢pm). Si Va 'y mq es el
volumen y la masa total de las gotas y Ve y me, es el volumen y la masa de la emulsion,

entonces ¢ y ¢m se definen como:

¢ = w (3)
bm = . (4)

Ambos pardmetros pueden relacionarse conociendo las densidades de las fases dispersa (pd) y

continua (pc):

_ ¢ - pa
¢-pat+ (1—¢): pc

Prm (5)

¢ Y ¢m coinciden solo cuando las densidades de las dos fases que constituyen el sistema son
iguales (Mc Clements, 2016).
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Fase acuosa continua  Fase oleosa continua

O/W W/0O W/O/W O/W/O

Gotas de aceite Gotas de agua

Figura 10: Clasificacion de las emulsiones.

V.11. IV.l. Formacion de emulsiones

El proceso de convertir dos liquidos inmiscibles en una emulsion se denomina
homogeneizacion y el dispositivo mecénico empleado para llevar a cabo este proceso recibe el
nombre de homogeneizador. La homogeneizacion se realiza en dos etapas, inicialmente la
creacion de una emulsion a partir de dos fases liquidas separadas se denomina
homogeneizacion primaria, mientras que el proceso de reducir el tamafio de las gotas en una
emulsion ya existente o pre-emulsion se denomina homogeneizacion secundaria (Figura 11).
La pre-emulsion se conoce también como emulsion grosera (“‘coarse emulsion”). La creacion
de un tipo particular de emulsién puede involucrar una homogeneizacion primaria, secundaria

0 una combinacién de ambas (McClements, 2016).

Aceite Homogeneizacion Homogeneizacion
primaria secundaria

Formacién de
la emulsion Disminucion del

U u tamafio de gota

Figura 11: Proceso de formacion de una emulsion.

Agua
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Durante la preparacién de una emulsién se pueden distinguir tres procesos criticos:
formacion y ruptura de las gotas, adsorcion del agente emulsificante en la interfase aceite/agua
y coalescencia de las gotas. Este Ultimo fenomeno se suele denominar “re-coalescencia” (“re-
coalescesce™) para diferenciarlo del proceso de coalescencia en las emulsiones luego de la
homogeneizacion (seccion V.11.IV.V) (Jafari et al., 2008; McClements, 2016). Durante el
proceso de homogeneizacion, la interfase entre las dos fases liquidas inmiscibles se deforma en
tal extension, que comienzan a producirse gotas, en su mayoria, de tamafio muy grande. Estas
gotas deben deformarse y romperse para formar gotas de menor tamafio, por fuerzas de ruptura.
Las gotas de un liquido dispersas en otro que es inmiscible tienden a adoptar una forma
esférica para minimizar la energia libre interfacial (Palazolo, 2006).

El agente emulsificante necesario para la formacion de la emulsion debe adsorberse en
la interfase, disminuyendo la tension interfacial. Ademas, es sumamente importante que el
mismo recubra la interfase creada en una escala de tiempo similar a la del proceso de
homogeneizacion. En el caso que la adsorcion sea muy lenta en comparacion con la capacidad
del homogeneizador de generar area interfacial, se produce el proceso de coalescencia de las
gotas recién formadas, es decir, la re-coalescencia. Este hecho hace que el proceso de

formacion de la emulsion no sea eficiente (Ford et al., 1997; Jafari et al., 2008).

V.I1. IV.11. Dispositivos de homogeneizacion

Se han desarrollado distintos tipos de dispositivos de homogeneizacion para producir
emulsiones en alimentos. Cada uno de estos dispositivos tiene sus propias ventajas y
desventajas. La eleccion de un homogeneizador particular depende del volumen de emulsion
que se desea preparar, la naturaleza de los materiales de partida, el tamafio de gota deseado y el
costo (McClements, 2016).

La intensidad de agitacion mecéanica se atribuye a la densidad de energia en el liquido
(), la cual es la cantidad de energia mecanica disipada por unidad de volumen y por unidad de
tiempo (o la potencia por unidad de volumen). La cantidad total de energia mecéanica
suministrada debe ser extremadamente grande, debido a la oposicion de la presion de Laplace
(Walstra, 1983; Ford et al., 1997). La mayor parte de la energia entregada actta en un tiempo
muy corto y localmente, disipaAndose como calor. Por lo tanto, la temperatura debe controlarse

durante la homogeneizacion, especialmente cuando se emplean dispositivos de alta .
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Tabla 5: Principales dispositivos de homogeneizacion y sus caracteristicas. Fuente: Palazolo (2006)

] Densidad Modo de Mecanismo  Tamafio = Vijscosidad
Homogeneizador | deenergia  operacion = deruptura  de gota @ de la

(5)
(€) @) 2 ®) (um) Mmuestra

Homogeneizadores de
baja velocidad B D LT 5 B-M
(sistemas cuchilla)

Homogeneizadores de
alta velocidad (sistema B D L, T 2 B-M
cuchilla y rotor/estator)

Molino coloidal | C L, T 1 M-A

Homogeneizador a

. - A C T,C 0,1 B-M
valvula de alta presion
Homoger]el_zador A D T C 0.1 B_M
ultrasonico
Homogeneizador de A C T 0.1 B_M

membrana

A = alta; M= mediana; B = baja; 2 C = continuo; D = discontinuo o batch;
% L= flujo laminar; T= flujo turbulento; C= cavitacion; 4 tamafio de gota promedio (um);

® B= baja; M= mediana; A=alta.

Los homogeneizadores de alta velocidad son lo méas empleados en la industria
alimentaria para mezclar directamente la fase oleosa y acuosa en un proceso tipo batch. El
aceite y agua puede ser adicionados en un recipiente y los componentes son agitados por una
hélice que gira a alta velocidad (~3600 rpm) y existen dispositivos de alta velocidad con disefio
rotor/estator que logran velocidades de hasta 25.000 rpm. Las gotas producidas estan en el
rango entre 2-10 um (McClements, 2016). Los molinos coloidales son adecuados para la
homogeneizacion de emulsiones de alta viscosidad y tienen un disefio rotor/estator al igual que
los homogeneizadores de alta velocidad. La intensidad del esfuerzo de corte en este dispositivo
se puede regular por variacion de la distancia entre el rotor y el estator. Aunque con los
molinos coloidales se pueden homogeneizar fases separadas, son mas eficientes para la
reduccion del tamafio de gota. Los homogeneizadores a valvula de alta presion son so6lo

eficaces para reducir el tamafio de gota de una emulsion preexistente y, por ende, realizan una
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homogeneizacion secundaria. A través de una bomba, la pre-emulsion es forzada a pasar a
través de una valvula a presion elevada (entre 10 y 150 MPa).

En los homogeneizadores ultrasonicos, la fuente convierte el voltaje suministrado
(energia eléctrica) en ondas ultrasonicas (superior a 20 kHz) que se transmiten al seno del
liquido y producen millones de cavidades microscopicas. El colapso de estas cavidades genera
ondas de choque que producen deformacion y ruptura de las gotas. La temperatura dentro de
las cavidades es extremadamente alta y la presion puede ser superior a 500 atmdsferas. Sin
embargo, los tiempos de vida media de las cavidades estan en el orden de los microsegundos,
con lo cual la energia liberada por cada cavidad es minima. La alta densidad de energia de este
dispositivo de homogeneizacion se atribuye al efecto acumulativo del gran namero de
cavidades generadas. Hay distintos disefios para uso de laboratorio (piezoeléctricos, puntas
sonicadoras) e industrial (generacion de campo ultrasonico por aguja vibrante) (McClements,
2016).

V.I1. IV.111. Agentes emulsificantes

La homogeneizacion de agua y aceite para formar una emulsioén es posible usando
dispositivos como un homogeneizador de alta velocidad, pero las dos fases se separan
rapidamente. Luego de una colision, las gotas tienden a unirse facilmente con sus vecinas
debido a que el contacto de las moléculas de triglicéridos de la fase lipidica y las moléculas de
agua es termodinamicamente desfavorable. La fuerza impulsora para la separacion de fases es
el efecto hidrofobico descripto previamente (seccion V). Por ende, las emulsiones son
sistemas termodinamicamente inestables. No obstante, pueden lograrse sistemas cinéticamente
estables 0 metaestables por adicion de cuatro tipos de ingredientes llamados emulsificantes,
modificadores de textura, agentes de pesado (weighting agents) e inhibidores de la
desproporcion (ripening inhibitors), clasificados segun su modo de accion (McClements,
2016).

Los emulsificantes son sustancias activas superficialmente o tensoactivas que se
adsorben en la interfase aceite/agua de las gotas que se forman durante el proceso de
homogeneizacion. En la interfase pueden estar presentes uno o varios agentes emulsificantes
que estabilizan las emulsiones por dos mecanismos: disminucion de la tension interfacial y
otorgamiento de rigidez a la pelicula interfacial o film interfacial que rodea a las gotas
(Lucassen-Reynders, 1993; McClements, 2016). Los agentes emulsificantes tienen la

propiedad de ser anfifilicos, es decir, son afines tanto al agua como al aceite. Estas moléculas
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tienen regiones polares que interaccionan con la fase acuosa y regiones no polares que se
orientan hacia la fase lipidica. De esta manera, los emulsificantes conforman la pelicula
interfacial, interactuando con ambas fases y haciendo posible la formacion de la emulsion. Los
emulsificantes pueden clasificarse, segin su naturaleza quimica, en dos grupos: emulsificantes
proteicos, los cuales poseen distintos grados de polaridad y carga, por lo tanto, una afinidad
variable por las fases oleosa y acuosa (Damodaran, 1997) y emulsificantes no proteicos, grupo
dentro del cual se encuentran los fosfolipidos, mono y diglicéridos entre otros (Dickinson y
McClements, 1995). No obstante, esta clasificacion puede ser actualizada para incluir los
polisacaridos que tienen actividad superficial, como el hidroxipropilmetilceluosa que dado a su
alta hidrofobicidad le permite reducir la tension interfacial e interactuar en la interfase
aceite/agua, formando una pelicula con alta viscoeslasticidad (Camino et al., 2011). El
polisacarido soluble de soja (SSPS) también actia como emulsificante , debido a las proteinas
asociadas a la cadena del polisacarido que le permiten ingresar y anclarse en la interfase
aceite/agua (Xu y Liu, 2016).

V.11 IV.IV. Emulsiones multicapa

En los ultimos afios, se han disefiado emulsiones con caracteristicas estructurales
especiales que tienen un gran interés en la industria alimentaria debido a sus potenciales
ventajas respecto a las emulsiones convencionales O/W. Ademas de las emulsiones mualtiples
(seccion V.11.1V), este grupo incluye a las emulsiones multicapa O/W (multi-layer emulsions).
En las emulsiones convencionales (monocapa) existen ciertas limitaciones en relacion con las
propiedades funcionales que se pueden conseguir mediante la aplicacion de los métodos para la
formacién de emulsiones, debido a que lo sistemas emulsionados simples exhiben una
estabilidad limitada frente a modificaciones de pH, la presencia de sales y a tratamientos de
estrés tecnoldgico como: calentamiento, deshidratacion, agitacion orbital y ciclos de
congelacion-descongelacion. Estas limitaciones han llevado a la realizacidn de investigaciones
con el objetivo de lograr métodos alternativos mediante estrategias innovadoras (Guzey y
McClements 2006).

La formacién de emulsiones multicapa O/W es una estrategia, donde distintos tipos de
biopolimeros se ubican en la interfase formando multiples membranas alrededor de las gotas de
aceite, mediante una técnica conocida como deposicidn electroestatica capa sobre capa (Figura
12). Las emulsiones multicapa O/W consisten en pequefias gotas de aceite dispersas en un

medio acuoso, recubiertas por una membrana interfacial formada por polimeros de carga
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opuesta, formando complejos mediante interacciones electroestaticas (Guzey y McClements
2007; McClements 2012; Dickinson 2015). Estas emulsiones se logran formando, inicialmente
una emulsién primaria, donde el agente emulsificante (que debe ser un electrolito) se adsorbe
rapidamente a las gotas de aceite que se forman durante el proceso de homogeneizacion.
Posteriormente se adiciona otro polielectrolito (con carga opuesta) para que se incorpore a la
superficie de la gota cubierta con el agente emulsificante, obteniendo una emulsién secundaria,
con una bicapa biopolimérica formada alrededor de las gotas de aceite (Guzey y McClements
2006). La metodologia descripta se puede repetir para la formacion de tres 0 mas capas
alrededor de las gotas de emulsion. Las emulsiones multicapa O/W suelen tener una mayor
estabilidad frente a los tratamientos de estrés tecnolégico en relacion a las emulsiones
monocapa (Thanasukarn et al., 2006).

Dispersion Emulsion Emulsion Emulsion

Accite - Agua

primaria

secundaria (Multicapa)

N N
+ - +
— e —
Adicion de Adicién de Adicién de

emulsificante

biopolimero 1

biopolimero 2

terciaria (Multicapa)

Figura 12: Utilizacion de la técnica capa sobre capa para la formacion de emulsiones aceite/agua
multicapa. Adaptado de McClements, (2012).
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V.I1. IV.V. Estabilidad de emulsiones

Como se menciond anteriormente, las emulsiones son termodinamicamente inestables,
pero pueden adquirir cierta estabilidad cinética cuando se controlan los procesos de
desestabilizacion fisica. Estos procesos son la separacion gravitacional, la floculacion, la
coalescencia (total o parcial), desproporcion e inversion de fases (Marquez, 2009). Alguno de
estos mecanismos, que se describen seguidamente, pueden transcurrir en forma simultanea o la

ocurrencia de uno de ellos puede facilitar la del otro.

(i). Separacion gravitacional (cremado? y sedimentacion): La separacion gravitacional es un
cambio en la distribucion espacial de las gotas causado por el movimiento ascendente (Figura
13 a) o descendente (Figura 13 b) de las mismas debido a su menor o mayor densidad que la
fase continua, respectivamente (Walstra, 1996). ElI cremado (creaming) es un proceso de
separacion gravitacional que tiene lugar en emulsiones O/W, en tanto que la sedimentacion de
gotas es mas comun en emulsiones W/O. Durante el almacenamiento estacionario el cremado
conduce a la formacion de una fase enriquecida en gotas en la parte superior del recipiente
denominada fase crema. De acuerdo con la ley de Stokes, la velocidad de cremado en una
emulsion es directamente proporcional al tamafio de la gota de la fase dispersa y a la diferencia
de densidades de las fases dispersa y continua, e inversamente proporcional a la viscosidad de
la fase continua. La velocidad de cremado también depende de los siguientes factores: i) la
concentracion de la fase dispersa de la emulsion (¢ y ¢m, ecuaciones 2 y 3), en este caso, la
velocidad de cremado en emulsiones concentradas es menor que en emulsiones diluidas,
debido a las interacciones hidrodindmicas entre las gotas; ii) la polidispersidad, porque la
presencia simultanea de gotas de distintos tamafios puede afectar positiva o negativamente al
cremado dependiendo de la relacion entre el nimero de gotas grandes, pequefias y el tipo de
floculo formado; iii) la floculacion, que aumenta la velocidad de cremado en emulsiones
diluidas, debido a que los fléculos son de mayor tamafio que las gotas individuales, mientras
que retarda el cremado en emulsiones concentradas; esto se atribuye a la formacién de una red
tridimensional de que previene el movimiento de las gotas individuales o cuando los fléculos
formados son poco compactos e hidratados; iv) las cargas eléctricas, ya que las gotas que

exhiben carga superficial se mueven mas lentamente que las neutras, debido a la repulsion

2 El término “cremado” no es atin aceptado por la Real Academia Espariola (https://www.rae.es/) como término
para describir la desestabilizacion de una emulsion por separacion gravitacional. No obstante, es un término de
uso frecuente y serd empleado como tal en este trabajo.
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electrostatica entre gotas; v) la cristalizacién de la grasa debido a que la grasa sélida tiene
mayor densidad que el aceite liquido, ademas de inducir la coalescencia parcial entre gotas,
como se explicard méas adelante (McClements, 2016).

(i) Floculacién: Las gotas en las emulsiones estan en movimiento continuo por efecto de la
energia térmica, la gravedad y las fuerzas mecanicas aplicadas, lo que favorece la colisién entre
gotas, las cuales pueden apartarse o quedar agregadas, dependiendo de la magnitud relativa de
las fuerzas repulsivas y atractivas entre ellas. La floculacion es el proceso en el cual dos 0 mas
gotas se unen para formar un agregado llamado fléculo en que cada gota retiene su identidad,
sin fusionarse, llevando a una disminucion en el namero de particulas presentes en la emulsién
(Figura 13 c). El proceso puede ser reversible o irreversible y esta controlado por un balance
global entre las fuerzas de atraccion (electrostaticas, de van der Waals, hidrofobicas y por
deplecion) y de repulsion (electrostaticas, estericas y de hidratacion) entre las gotas. El grado
de floculacion alcanzado depende de dos factores: la frecuencia de las colisiones (Fc), que se
define como el nimero de encuentros entre gotas por unidad de tiempo y por unidad de
volumen de emulsion y la eficiencia de las colisiones (Ec), que es la fraccion efectiva de
colisiones que conducen a la agregacion. Asi, los factores que afectan la Fc en las emulsiones
son: el movimiento browniano, las colisiones debidas a la separacion gravitacional (cremado o
sedimentacion) y las debidas a la aplicacion de fuerzas de corte o cizalla durante la produccion,
transporte o almacenamiento La Ec esta asociada fundamentalmente al balance de las
interacciones entre gotas y si predominan las interacciones atractivas un evento de colision
entre gotas sera muy eficiente conduciendo a la formacion de un floculo. En este contexto, la
presencia de iones multivalentes en la fase continua de una emulsién electrostaticamente
estabilizada tiene fuerte influencia en su estabilidad frente a la floculacién; en primer lugar,
porque los iones multivalentes son mucho mas efectivos para apantallar las interacciones
electrostaticas repulsivas entre gotas que los iones monovalentes, y en segundo lugar, porque
ellos son capaces de formar puentes idnicos entre dos gotas que tienen la misma carga. Por
ejemplo, la adicidn de iones de calcio en una emulsion estabilizada con proteinas que contiene
gotas con carga superficial neta negativa puede causar la floculacion debido a que los iones
reducen la repulsion electrostatica entre gotas y forman puentes proteina-calcio-proteina entre

las mismas (McClements, 2016).

(iii) Coalescencia: Es un proceso que genera un aumento del tamafio de las gotas y que

conduce a la reduccion del area interfacial. Se produce por aproximacion, choque, deformacién
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y ruptura de la pelicula interfacial; las gotas individuales se unen entre si perdiendo su
identidad y formando gotas mas grandes (Figura 13d). Este fendmeno, que a diferencia de la
floculacion es irreversible, depende de la Fc, y Ec entre gotas, pero también de la resistencia y
viscoeslasticidad de la pelicula interfacial, en especial cuando las gotas estan en contacto
prolongado. La coalescencia promueve la separacion gravitacional de las gotas, debido a un
aumento en su tamafio. En emulsiones O/W la coalescencia avanzada conduce a la liberacion
del aceite (oiling off), es decir, la formacién de una capa de aceite libre en la parte superior del
recipiente contenedor, (Figura 13e); en cambio, en emulsiones W/O, la liberacién de agua
conduce a la acumulacion de una capa en la parte inferior del recipiente (McClements, 2016).

Emulsion

\J\
L/ _-

w e U

Figura 13: Mecanismos de desestabilizacién mas importantes de una emulsién aceite en agua (O/W):
a) cremado; b) sedimentacion; c) floculacién; d) coalescencia; e) liberacion de aceite (oiling off) y 1)

separacion de fases. Adaptado de Wagner (2000).

(iv) Coalescencia parcial: Este mecanismo ocurre en emulsiones O/W cuando las gotas son en
parte cristalinas y cuando la fase oleosa contiene o directamente es una grasa, ya que a
temperatura ambiente tiene tendencia a cristalizar. También puede ocurrir en emulsiones
formuladas con aceites y que son sometidas a temperatura de almacenamiento muy bajas, en

las cuales los triglicéridos también pueden cristalizar. En la coalescencia parcial, las gotas se
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unen entre si por medio de cristales de grasa que sobresalen de las mismas y atraviesan la
interfase de sus vecinas dando lugar a la formacion de agregados El proceso no es una
floculacion, ya que involucra la ruptura del film interfacial (Figura 14). No obstante, las gotas
retienen en parte su identidad debido a que los cristales que se hallan dentro de ellas evitan que
se fusionen completamente. Es importante destacar que, para que el proceso de coalescencia
parcial sea efectivo, la cristalizacién de la grasa debe ser parcial y no total debido a que los
cristales que mantienen unidas a las gotas debe ser solvatados por la grasa liquida (Boode et
al., 1993; Walstra, 1996). Ademas, la desestabilizacién de emulsiones O/W formuladas con
aceites frente a la congelacién se explica en parte por la coalescencia parcial debido a la
cristalizacion parcial de los triglicéridos que componen el aceite durante el almacenamiento
congelado (McClements, 2004; Palazolo, 2006). Finalmente, cuando la emulsion se somete a
una temperatura por encima de la del rango de fusion de la materia grasa se produce la

coalescencia total (Figura 14).

\f} lz’ \\
//’ . //\\\I .

Figura 14: Representacion esquematica de desestabilizacion de una emulsion O/W por coalescencia
parcial. Los cristales de grasa de una gota (representados por barras negras) pueden penetrar el dominio
de otra gota por ruptura del film interfacial, formando un agregado (i); si la temperatura aumenta por

encima de la de fusion de los cristales de grasa se produce la coalescencia total (ii)

v) Desproporcion de Ostwald (Ostwald ripening): Es el crecimiento del tamafio de las gotas
grandes a expensas de gotas pequefias, sin ruptura del film interfacial ni floculacién. Este
fendmeno se atribuye al transporte de masa de fase dispersa desde las gotas pequefias a las de
mayor tamafio a través de la fase continua. La contribucion de la desproporcion de Ostwald es
despreciable en la mayor parte de las emulsiones O/W debido a que la solubilidad de los
triglicéridos en agua o en medios acuosos es extremadamente baja o nula. Sin embargo, es

importante en algunas emulsiones que contienen lipidos que tienen una solubilidad mayor en
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agua (aceites esenciales) o cuando la fase acuosa continua contiene alcohol (licores cremosos)
(McClements, 2016; Taylor, 1998).

(vi) Inversion de fases: Es un proceso de desestabilizacion que involucra un cambio de una
emulsion O/W a una W/O o viceversa. Este proceso es esencial en la manufactura de la
manteca a partir de la crema de leche (McClements, 2005; Walstra, 2003). Por el contrario, en
otros alimentos emulsionados, la inversion de fase es indeseable y deberia ser evitada. La
inversion de fase es un proceso extraordinariamente complejo y puede ser inducido por dos
fendmenos: i) cambios en las caracteristicas del agente emulsificante vy ii) cristalizacion de la
grasa. En el primer caso, se puede generar un cambio en la geometria del agente emulsificante
por un cambio en la composicion de la emulsion o en las condiciones del entorno (temperatura,
adicion de sales, adicion de alcohol); en el segundo caso, se producen cambios en la emulsion
que favorecen la cristalizacion de la grasa y conducen a una coalescencia parcial extensiva
(temperatura y agitacion mecanica). La inversion de fase promovida por la cristalizacion de la
grasa se favorece cuando la emulsion tiene una elevada fraccion volumeétrica o masica de fase

dispersa (por ejemplo, en la crema de leche) (Campbell et al., 1996; McClements, 2016).

V.I1. IV.VI. Tratamientos de estrés tecnoldgico

En la industria alimentaria las emulsiones suelen ser sometidas a diferentes condiciones
durante su procesamiento, almacenamiento y transporte, promoviendo la desestabilizacion de
las emulsiones cambios irreversibles en las membranas interfaciales. Algunas de los

tratamientos mas empleados son los siguientes:

(i) Procesamiento térmico: En algunos procesos las emulsiones son sometidas a procesos
térmicos tales como coccion, pasteurizacion y esterilizacion (Srinivasan et al., 2003). El
incremento de la temperatura aumenta la Fc entre las gotas debido a la agitacion térmica
(McClements, 2016). Las emulsiones estabilizadas con proteinas globulares son altamente
sensibles a los tratamientos térmicos, debido a que los cambios conformacionales en la
interfase, asociados a la desnaturalizacion, exponen restos aminoacidicos reactivos (tiol o no
polares) que estaban ocultos en la cadena polipeptidica. Los grupos reactivos expuestos
incrementan la intensidad de las interacciones atractivas entre las gotas durante el tratamiento
térmico, aumentando la Ec y, por ende, la susceptibilidad de las emulsiones a la floculacion y

la coalescencia. Las emulsiones preparadas con proteinas que no sufren cambios
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conformacionales importantes por efecto de los tratamientos térmicos (por ejemplo, las
presentes en el caseinato de sodio) tienen menor susceptibilidad a la desestabilizacion (Kim et
al., 2002; McClements, 2004).

(if). Estrés mecénico: En emulsiones O/W estabilizadas por proteinas como agentes
emulsificantes y en condiciones estacionarias de almacenamiento, la coalescencia es un
proceso lento de desestabilizacion comparado con el cremado y la floculacion. Por tal motivo,
para evaluarla, o aun detectarla, se recurre en muchas ocasiones a los test acelerados de
estabilidad (Britten y Giroux, 1991; McClements, 2016). Durante el almacenamiento
estacionario, la estabilidad a la coalescencia de las emulsiones preparadas con proteinas es
relativamente elevada debido a que hay fuertes interacciones repulsivas de corto alcance que
evitan la ruptura del film interfacial. Sin embargo, hay una serie de situaciones en las que se
puede promover la coalescencia de las gotas debido a la aplicacion de tratamientos como
agitacion mecanica y centrifugacion, que incrementan la Fc entre las gotas. La susceptibilidad
a la coalescencia se incrementa si la Ec es elevada en condiciones del entorno (pH, fuerza
ionica) donde predominan las interacciones atractivas o por la formacion de peliculas

interfaciales relativamente débiles (McClements, 2004)

(iii). Enfriamiento y congelacidon/descongelacion: La congelacion es una tecnologia de
conservacion ampliamente utilizada para preservar las propiedades sensoriales y nutricionales
de los alimentos, asi como para evitar el deterioro microbiano y quimico (Thiebaud et al.,
2002). No obstante, en las emulsiones, los tratamientos de congelacion y descongelacion son
altamente desestabilizantes, por lo que se deben evaluar estrategias que promuevan el
mantenimiento de la integridad del film interfacial durante el almacenamiento congelado y la
descongelacién (McClements, 2004; Palazolo et al., 2011; Cabezas et al., 2019). En términos
generales, la estabilidad frente a la congelacion-descongelacion de las emulsiones se relaciona
con dos aspectos principales, que pueden operar en forma simultanea: i) las transiciones de
fase, como la formacion de hielo y la cristalizacion de los triglicéridos en la fase lipidica y ii)
los cambios en las condiciones del entorno que rodea a las gotas. La cristalizacion del hielo
promueve el confinamiento de las gotas en un volumen reducido de fase acuosa no congelada y
los cristales de grasa aumentan la susceptibilidad a la coalescencia parcial. Al mismo tiempo, al
producirse la cristalizacion del hielo, el pH, la fuerza ionica y la viscosidad de la fase acuosa

no congelada se modifican en forma significativa, lo cual puede afectar la funcionalidad de las
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proteinas u otros agentes emulsificantes adsorbidos en la interfase, promoviendo su desorcion
(Ghosh y Coupland 2008; Degner et al., 2014).

iv) Secado: Las emulsiones O/W se someten a tratamientos de secado para formar productos
emulsionados en polvo que pueden ser utilizados como ingredientes en la formulacién de
alimento o que pueden ser hidratados por el consumidor antes de su consumo (por ejemplo,
leche en polvo y formulas infantiles). Los tratamientos mas empleados son el secado por
aspersion o por spray y la liofilizacion. En las emulsiones preparadas con proteinas globulares
el secado por spray puede promover la desnaturalizacion debido a las altas temperaturas
empleadas en el proceso o por la generacién de burbujas de aire donde las proteinas se pueden
adsorber. Ademas, el incremento de la temperatura aumenta la Fc de las gotas en la emulsion.
La liofilizacion involucra la remocidn del agua por sublimacion, y, por ende, requiere un
tratamiento previo de congelacion que en condiciones inadecuadas pueden ser altamente
desestabilizante para las emulsiones (McClements, 2004). En términos generales, en ambos
tratamientos, la estabilidad de las emulsiones debe asegurarse a traves de una formulacion
adecuada; la adicion de ingredientes ejerce un efecto protector a nivel de la fase continua (por
ejemplo, la inhibicion de la formacion de hielo por adicién azucares y/o polioles) y a nivel
interfacial. (Hogan et al., 2001; Sliwinski et al., 2003)

(v). Cambios de pH y fuerza ionica: Las peliculas formadas por proteinas suelen modificar sus
propiedades mecanicas y su carga superficial debido a cambios en las condiciones del entorno
quimico (Claesson et al., 2004). Las emulsiones estabilizadas con proteinas son altamente
sensibles a los efectos que ejercen los cambios de pH y de la fuerza i6nica. Las gotas tienden a
flocular en valores de pH cercano al del punto isoeléctrico de las proteinas adsorbidas y
también cuando la fuerza io6nica excede un nivel particular, debido a que la repulsion
electrostatica no es lo suficientemente fuerte para balancear el impacto de las distintas
interacciones coloidales atractivas (Van der Waals, hidrofébicas o deplecion) (Kulmyrzaev y
Schubert, 2004; McClements, 2016). En este contexto, en algunos casos, la desestabilizacion
de la emulsion se promueve a traves de la adicion de sales como en la obtencion del tofu a

partir de la leche de soja (Peng et al., 2016).
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V1. Métodos de caracterizacion de sistemas dispersos

Para el estudio de los sistemas dispersos en esta Tesis se emplearon diferentes técnicas
que permitieron entender las caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de los sistemas. A
continuacion, se detallan los fundamentos tedricos de algunas de las técnicas empleadas.

VI.1. Técnicas de dispersion de luz

Como su nombre lo indica las técnicas de dispersion de luz se basan en la capacidad de
las particulas de dispersar un haz de luz incidente. De acuerdo con el tipo de luz utilizada y el
angulo en el que se realicen las medidas, estas técnicas pueden brindar mucha informacion
sobre la particula estudiada. Especificamente en el estudio de los sistemas dispersos estas
técnicas han sido empleadas para conocer aspectos como tamafio, estado de agregacion y
asociacion. En este trabajo se emplearon dos de estas técnicas, la dispersion estatica de la luz

(SLS, static light scattering) y dispersion dindmica de la luz (DLS, dynamic light scattering)

VIL.L1. Dispersion estatica de luz (SLS)

La dispersion de luz estatica es una técnica usada para determinar principalmente el
factor de forma y estructura de particulas en suspensiones coloidales y tamafio de gota de
emulsiones comprendidas entre 0,1 a 1000 um. EI método consiste en incidir luz laser sobre
una muestra y medir la intensidad de la luz dispersada con respecto a un angulo medido desde
el haz de luz transmitida. La intensidad con la que se produce este fenOmeno esta determinada
principalmente por el tamafio de las particulas o gotas, la longitud de onda de la luz y la
diferencia entre los indices de refraccidn de la fase dispersa y del dispersante.

En el caso de las emulsiones, la interaccion de una onda electromagnética con las gotas
se caracteriza mediante un patrén de dispersion, el cual representa la dependencia angular de la
intensidad de luz que emerge de la emulsion. A través de teorias adecuadas, este patron de
dispersion puede dar informacion sobre la fraccion volumétrica de la fase dispersa y la
distribucién de tamafio de particula de las emulsiones. La interaccion entre las ondas
electromagnéticas y las gotas en la emulsién puede dividirse en tres regimenes, de acuerdo con

la relacién entre el radio de las gotas (R) y la longitud de onda de la radiacién incidente (1):
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régimen de longitud de onda larga (R< A/20), régimen de longitud de onda intermedia (R ~
AM20) y régimen de longitud de onda corta (R > A/20).

Las emulsiones alimentarias contienen gotas cuyo tamafio estdn en el régimen de
longitud de onda intermedio. En este caso, el patron de dispersion es extremadamente
complejo, porque las ondas de luz dispersadas por distintas partes de la misma gota estan fuera
de fase y por lo tanto pueden interferirse entre si de manera constructiva o destructiva. La
teoria de Mie fue desarrollada para interpretar patrones de dispersion de emulsiones o
dispersiones diluidas que contienen particulas esféricas independientemente de su tamafio. Esta
teoria asume que las ondas de luz son dispersadas por una particula por Unica vez, de manera
que puede aplicarse solo en sistemas diluidos (¢ < 0,05). En emulsiones y dispersiones mas
concentradas, el haz de luz dispersado por una gota interactda inmediatamente con otra

La dispersion de la luz por parte de las emulsiones esta estrictamente ligada con su
apariencia. La intensidad de luz dispersada es mayor cuando la longitud de onda de la luz
incidente estd en el mismo orden que el tamafio de las gotas y cuando la diferencia de indices
de refraccion entre las fases continua y dispersa es minima. Por tal motivo, la mayoria de las
emulsiones alimentarias tienen una apariencia opaca, mientras que las nano emulsiones, al
tener un tamafio de gota que cae dentro de un régimen de longitud de onda larga (R< A/20)
dispersan la luz con menor intensidad y por ende, son emulsiones traslicidas (McClements,
2016).

VLLLI Distribucion de tamafio de particula

Para el analisis del tamafio de particula de las emulsiones alimentarias es conveniente
referirse en términos de una distribucion de tamafio de particula. En una emulsién
monodispersa este concepto carece de sentido, dado que el tamafio de las gotas esféricas puede
caracterizarse de manera completa e inequivoca a través de un solo parametro, el radio (R) o el
didmetro (D) de las mismas. Las emulsiones alimentarias, en cambio, son polidispersas y
requieren un analisis mas detallado y complejo. Dado que el didmetro de las gotas esta siempre
comprendido entre un valor minimo y un maximo, es conveniente dividir la escala de tamafios
en varios rangos mas pequefios y discretos, detallando el nimero de gotas que entran dentro de
cada rango. Los resultados pueden presentarse en forma tabular o mediante un histograma. En
la practica es mas conveniente e informativo presentar los datos como una frecuencia de

tamafios en numero, en superficie o en volumen (Rawle, 2005):
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n;
h=5 ©
=35 O
h=7 ®

ni, Si Y Vi son el namero, &rea y volumen de las gotas del i-ésimo rango; N es el nimero total de
gotas, S es el area superficial total creada durante el proceso de homogeneizacion y V es el
volumen total de las gotas en la emulsion.

La distribucion de tamafio de particula también puede representarse como una curva
continua: la funcién de distribucién F(Dj). La funcién de distribucion en nimero se genera de
manera tal que el area bajo la curva en el rango de dos didmetros D; y Di + dD; es igual al
namero de particulas en dicho rango, ni, de manera tal que ni = F(D;i)-dD;. A partir del mismo
razonamiento pueden generarse las correspondientes funciones de distribucion en superficie y
en volumen. Asumiendo que las emulsiones estan formadas por gotas esféricas, las funciones
de distribucion en numero, Fn(Di), superficie, Fs(Di) y volumen, Fy(Di) pueden relacionarse

entre si a partir de las siguientes expresiones (Rawle, 2005):
1 3
E,(D;) = 6 "1 D; E,(Dy) (9)

F,(D;) = m-D? - E,(D;) (10)

Las funciones de distribucion son monomodales cuando presentan un Unico pico,
bimodales cuando presentan dos picos principales o multimodales si hay mas de dos picos. En
general, la complejidad de las funciones de distribucion hace imposible la descripcion
mediante un modelo matematico sencillo. En algunos casos, cuando las funciones de
distribucién son monomodales, se puede hacer un modelado mediante una funcion de
distribucién normal o gaussiana o una funcion de distribucion normal logaritmica
(McClements, 2016). La Figura 15 muestra un ejemplo de distribuciones en nimero, superficie
y volumen para una emulsién O/W.

A partir de las funciones de distribucion pueden calcularse distintos diametros

promedio, que brindan informacion complementaria (Tabla 6). La determinacion de los
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didmetros promedio D1 (en nimero), D2o (en superficie) y Dzo (en volumen) requieren el
conocimiento del nimero total de gotas. Se puede prescindir de dicho dato mediante la
utilizacién del didmetro promedio de Sauter (Dz2) y del didmetro promedio de De Brouckere
(Da,3), cuyas formulas no contienen el nimero total de gotas. D32y D43 se relacionan con las
distribuciones en superficie y volumen, respectivamente. Estos diametros 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* (Walstra,
1983; Rawle, 2005).

Mimeno (%)
-=]
Superficie (%)

D i i
1 10 100 1 10 100
Tamafio de particula (pm) Tamario de particula (um)

‘ealurmen (%)

1 10 100

Tamafio de particula (um)

Figura 15: Distribuciones de tamafio de particula para una emulsién aceite en agua (O/W): a)
distribucién en namero; b) distribucion en superficie; c) distribucion en volumen. Adaptado de
Marquez, (2009).

Ademas de los didmetros promedio, existen otros parametros que pueden obtenerse a
partir de la distribucion de tamafo de particula. La moda es el valor mas alto de la funcion de
distribucién y por ende, el que tiene mayor frecuencia (Rawle, 2005). Para el analisis de los
resultados en emulsiones que exhiben una distribucién de tamafio de particula bimodal o

multimodal (Figuras 15 b y c), se puede asignar una moda a cada pico. Ademas, las
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dispersiones o emulsiones también pueden caracterizarse mediante los percentiles (Da,b)
donde a = n, s o v, dependiendo si la distribucion es en numero, superficie o volumen,
respectivamente; b es un nimero cualquiera comprendido entre 0 y 1. El percentil 0,5 (Da,0,5)
es el mas comun y se denomina mediana de la distribucién. La mediana es el valor de didmetro
de particula que divide a la poblacion de gotas de la emulsion en dos partes iguales, es decir 50
% por encima y 50 % por debajo. Los percentiles 0,1 (10 %) y 0,9 (90 %) también son
ampliamente utilizados. La interpretacion de los percentiles permite obtener informacién
complementaria valiosa sobre las emulsiones o dispersiones en las condiciones de medicion.
Por ejemplo, si Dvo,1 = 1,0 um, significa que el 10% del volumen total de la fase dispersa se
distribuye en particulas menores a 1,0 um; si Dsopo = 20 um significa que el 90% del area
creada se distribuye en particulas de didmetro inferior a 20 um; finalmente, si Dnoo = 0,5 um,
significa que el 90% de las particulas tienen un diametro inferior a 0,5 um. Cabe destacar que
solo cuando las funciones de distribucion son monomodales y se ajustan exactamente a una
distribucién normal o gaussiana, hay una coincidencia entre el didmetro promedio (por
ejemplo, D43 en una distribucién en volumen), la moda y la mediana (Dao5), Caso contrario,
estos valores seran diferentes (Rawle, 2005). En emulsiones o dispersiones que exhiben una
distribucién de particula multimodal, la caracterizacion adecuada requiere el empleo de al
menos, dos parametros diferentes junto a la distribucion propiamente dicha (McClements,
2016).
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Tabla 6: Definicion matematica de los didmetros promedio més utilizados en emulsiones.

Z:nixDi Z:nixDi
D1,0= 5

ni N

D _Znix Di3
32 _Znix Di2
D _Znix Di4

43 ZnixDis

La medicidn de la distribucion de tamafio de particula debe hacerse en condiciones de
alta dilucion (¢ < 0,05) y con agitacion, para que las gotas se distribuyan de manera uniforme
durante las mediciones. En las unidades de dispersion por via himeda, un pequefio volumen de
emulsion se coloca en un recipiente con agua u otro agente dispersante hasta Ilegar a un valor
adecuado de turbidez, se selecciona la velocidad de agitacion en el émbolo agitador y al
momento de la medicidn, un haz de radiacion laser incide sobre una cubeta interna transparente
por donde recircula la emulsion diluida. La luz dispersada en distintos angulos por particulas
de diferente tamafio pasa por un complejo sistema Optico e incide posteriormente sobre un
arreglo de detectores obteniendo un patron angular de luz dispersada. El software incorporado
en el equipo, con el conocimiento previo del indice de refraccion de la fase dispersa y del
dispersante, se encarga de traducir el patron angular de dispersion en la correspondiente
distribucién de tamafio de particula (McClements, 2016). Ademas, las unidades de dispersion
por via himeda también disponen de puntas sonicadoras que, mediante la aplicacion de ondas
de ultrasonido de baja intensidad, permiten disociar floculos o agregados en emulsiones y

dispersiones, respectivamente.
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VLI I1. Dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersion dindmica de luz (DLS), también conocida como espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS) y como dispersion de luz casi elastica (QELS),es una técnica no
invasiva, que requiere poco volumen para el andlisis de una muestra y se emplea para la
medicion del tamafio de particula de sistemas que estdn por debajo del limite inferior de
deteccion de las técnicas de SLS Las aplicaciones mas comunes de la técnica de DLS son las
mediciones del tamafio de particula de pequefias gotas de emulsiones, proteinas y carbohidratos
en solucién y en dispersion, de agregados proteicos, de micelas y otros sistemas coloidales
(McClements, 2016). Los instrumentos basados en este principio son capaces de analizar
particulas con didmetros comprendidos entre 3 nmy 3 um.

El fundamento de este dispositivo se basa en que la muestra es iluminada con una
fuente de luz laser a una determinada longitud de onda y la intensidad de la luz es dispersada
en diferentes direcciones por las particulas. La luz dispersada es recibida por un detector optico
(Figura 16) y fluctta en funcion de tiempo debido a movimiento browniano de la particula y se
relaciona con el tamafio de la misma. ElI movimiento Browniano es el movimiento de las
particulas debido a la colision aleatoria con las moléculas del liquido que las rodea, siendo mas
lento el movimiento cuanto mayor sea su tamafo. La velocidad del movimiento Browniano se
define a través de una propiedad conocida como coeficiente de difusion traslacional (D), a
partir del cual, es posible estimar el tamafio de particula. La relacion entre el tamafio de la
particula y el coeficiente de difusion traslacional se define por la ecuacion de Stokes-Einstein

(Ecuacion 11).

4. = kT
H_3T[T]D

(11)

En esta expresion, d+ es el didmetro hidrodinamico, D el coeficiente de difusion
traslacional (m?-s?), k la constante de Boltzmann (1,38-102 N-m-K), T la temperatura
absoluta (K) y n la viscosidad (N-s-m™). El diametro obtenido es el correspondiente a una
esfera que posee el mismo coeficiente de difusion traslacional que el de la particula. A partir de
las velocidades de fluctuacion en los patrones de intensidad de luz dispersada se obtiene la
distribucién del tamafio de particula presente en la muestra. Las fluctuaciones rapidas de la

intensidad de luz estan asociadas a las particulas de menor tamafio.
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Figura 16: Representacion esquematica del equipo DLS.

VLLIII. Evaluacion de la estabilidad global de una emulsion por medidas de dispersion

multiple de luz

Los analizadores verticales de barrido (Quick Scan®, Turbiscan®) son dispositivos que
permiten medir satisfactoriamente la desestabilizacion global de emulsiones, espumas y
dispersiones coloidales concentradas (Mengual et al., 1999; Sceni y Wagner, 2007; Palazolo et
al., 2005; K. Wang et al., 2018).El equipo esta conformado por un cabezal de deteccién que se
desplaza verticalmente a lo largo de la celda cilindrica de vidrio con fondo plano, donde la
muestra se almacena durante el tiempo del ensayo. El cabezal dispone de una fuente de luz en
el infrarrojo cercano (A = 850 nm), y dos detectores sincronizados (Figura 17). El detector de
transmitancia detecta la luz o radicacion trasmitida a través de la muestra (con un angulo de
0°), mientras que el detector de retrodispersion (backscattering) recibe la radiacion dispersada
por la muestra en una direccion de 135° respecto al de haz de luz incidente (Mengual et al.,
1999; Pan et al., 2002). EI cabezal realiza un barrido a lo largo de la celda que contiene la
muestra (entre 40 y 65 mm dependiendo del equipo empleado), recolectando los datos de

transmitancia (T%) y backscattering (BS%) cada 40 um. A través del software asociado al
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analizador, se pueden seleccionar distintos programas de barrido, que permiten la obtencién de
perfiles de T% y BS% a distintos tiempos de almacenamiento (Pan et al., 2002).

El andlisis de los perfiles de T% y BS % permite evaluar la cinética de los distintos
mecanismos de desestabilizacién de emulsiones (por ejemplo, cremado y coalescencia) si se
elige adecuadamente la zona del tubo (Palazolo et al., 2004, 2005, Pan et al., 2002). En este
sentido, el BS% es el parametro méas utilizado y depende tanto de la fraccion volumétrica (o
masica) de la fase dispersa como del didametro (D) de particulas, es decir BS% = f (¢, D). El
BS% se incrementa tanto con el aumento de ¢ (0 ¢m) como la disminucién de D. Un ejemplo
tipico de los cambios temporales de los perfiles de BS% debido a la desestabilizacion se
muestra en la Figura 18. Si a medida que transcurre el tiempo el BS% disminuye en toda la
longitud de la celda que contiene la emulsion, el resultado indica que hay un fenémeno de
coalescencia. En este caso, ¢ permanece constante, por lo que el nimero de particulas
disminuye a expensas de un incremento de su tamafio (Figura 18a). En cambio, si el BS% sélo
disminuye en la parte inferior de la celda y el perfil se desplaza hacia la parte superior de la
misma, el resultado es consistente con un proceso de cremado (Figura 18b). En este caso, la
disminucion de BS% en la parte inferior de la celda se atribuye a una disminucion de ¢; al
mismo tiempo, el aumento de BS% en la parte superior de la celda se atribuye a la formacion
de una emulsion méas concentrada, la fase crema, de mayor ¢. En sistemas reales, los procesos
de cremado y coalescencia pueden ocurrir en forma simultanea, por lo que la variacion

temporal de los perfiles de BS% es mas compleja.

0% 50% 100%

Claro

Back
Scattering

Turbio

Cabeza lectora

Transmision

Largo de la muestra v

g

Figura 17: Esquema de un equipo Turbiscan.
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Figura 18: Representacion esquematica de los cambios ocurridos en los procesos de a) coalescencia y

b) cremado, y sus efectos en los perfiles de retrodispersion (backscattering).

VLI11. Determinacion del potencial-{

Muchas de las propiedades relevantes de los sistemas coloidales estan determinadas por
la carga eléctrica (potencial) en las particulas, por lo tanto, la distribucién del potencial
eléctrico determina la energia de interaccion entre particulas. En muchos casos la carga de las
particulas es responsable de la estabilidad frente a la agregacion, de procesos de sedimentacion
e indirectamente influyen en el comportamiento de flujo de la dispersion coloidal (Hunter,
2011).

La capa de liquido que rodea a la particula tiene dos zonas: a) una region interna,
conocida como capa de Stern, relativamente inmovil donde la atraccion entre los contra-iones y
la superficie cargada es fuerte; y b) una region externa, conocida como capa difusa, donde la
atraccién es mucho mas debil, presentando cierta movilidad (Evans y Wennerstrom, 1994).
Esta distribucion de iones alrededor de una particula se conoce habitualmente como doble capa

eléctrica (Figura 19).

56



Introduccién

Cuando una particula se desplaza por efecto de la gravedad, lo hace con los iones que
conforman la capa de Stern y la capa difusa, pero los iones que se encuentran por fuera del
limite no se mueven con la particula, este limite tedrico es conocido como plano de
deslizamiento (sleeping plane). El potencial que existe en este limite se conoce como potencial
-C (Figura 19) y su magnitud es un indicador de la estabilidad del sistema coloidal en estudio
(Malvern Instruments Ltd., 2013).

i(—ﬁ Doble capa eléctrica

Plano de deslizamiento

Particula con carga
superficial negativa

Capa de Stern Capa difusa
-100
———— Potencial de superficie
mV | §— Potencial de stern
' Potencial zeta
0 L. >~ _

Distancia desde la superficie de la particula

Figura 19: Esquema de la distribucién de iones positivos alrededor de una particula negativa y de la

doble capa que la rodea.

Si la magnitud del potencial- de las particulas en dispersion exhiben valores entre + 30
mV y —30 mV, tenderan a repelerse entre si y las dispersiones se consideran estables. En este
caso, la magnitud de la repulsidon electrostatica predomina sobre las demas interacciones
coloidales. ElI pH es uno de los factores que mas afecta a la carga de las particulas en

dispersion y por ende al valor del potencial-{ (Hunter, 2011).
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VI.IV. Reologia

El termino reologia fue propuesto por Bingham Lafayette, conociéndose como la
ciencia que estudia la deformacion y flujo de los materiales. Segin Muller (1973) la reologia es
la ciencia que estudia la deformacion de un material bajo la influencia de un esfuerzo. Algunas
de las caracteristicas sensoriales de las emulsiones son atribuidas a sus propiedades reoldgicas.
La estabilidad y vida util depende de las caracteristicas reoldgicas de la fase continua. Debido a
que las emulsiones son sistemas dispersos complejos por su composicion y propiedades fisicas,
exhiben diversos comportamiento reoldgicos, desde fluidos de baja viscosidad (leche), hasta
solidos con elevada dureza (margarinas) (McClements, 2016).

VL.IV.1. Viscosidad de flujo estacionario

El concepto de viscosidad fue introducido por Newton cuando en su obra "Philosophiae
Naturalis Principia Matematica" afirmo que la resistencia ejercida, que surge a partir de una
falta en el deslizamiento de un fluido, es proporcional a la velocidad a la que las partes de un
fluido son separadas entre si. En términos generales, en los fluidos newtonianos la viscosidad
es constante, es decir que son aquellos fluidos no estructurados, compuestos por moléculas
simples, con un comportamiento puramente viscoso el cual puede ser descripto, en todo el
rango del gradiente de medicidén, mediante la Ley de Newton (Ecuacion 12) y su viscosidad

solo depende de la presion y la temperatura.

dy
t=no (12)

1 el esfuerzo por unidad de area o esfuerzo de cizalla, [ es el coeficiente de viscosidad y dy/dt
el gradiente de velocidad, también llamado velocidad de deformacién. Por lo tanto, el esfuerzo
de corte (t) es igual a la velocidad de deformacion multiplicada por el coeficiente de viscosidad
y la viscosidad es independiente de dicha velocidad (McClements, 2005; Ramirez, 2006).

Hay una gran variedad de fluidos cuyo comportamiento no se ajusta al de un liquido
newtoniano, al menos en un cierto rango de esfuerzo (Rohn, 1995). Estos fluidos suelen ser
sistemas dispersos (emulsiones, suspensiones, entre otros), soluciones de macromoléculas

(fluidos biologicos), biopolimeros o materiales fundidos (plasticos) con un cierto grado de
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estructuracion. Para diferenciar un fluido newtoniano de uno de caracter no newtoniano, al
aplicar un esfuerzo esta deformacion su viscosidad no permanece constante y esta varia con el
gradiente de velocidad. EI concepto de viscosidad como propiedad intrinseca desaparece y se
incorpora el concepto de viscosidad aparente (nap). En los fluidos no newtonianos, la relacion
entre el esfuerzo y la velocidad de corte no es lineal, exhibiendo diversos comportamientos tal
como se presenta en la Figura 20 (Fischer y Windhab, 2011).

A Bingham dilatante
(Yield dilatant)

Bingham plastico

Bingham pseudoplastico
(Yield pseudoplastic)

Dilatante

Esfuerzo de corte (Pa)

Newtoniano

Pseudoplastico

>
0 Velocidad de corte(1/S)

Figura 20: Curvas de flujo caracteristicas de fluidos newtonianos y no newtonianos en condiciones de

flujo.

Los fluidos con comportamiento no lineal dependientes de la velocidad de

cizallamiento son:

(). Fluidos plasticos: La plasticidad es un fendmeno que muestran ciertos materiales que se
comportan como solidos elasticos, almacenando una cierta cantidad de energia cuando son
sometidos a esfuerzos menores que cierto valor umbral llamado umbral de fluencia; mientras

que con un esfuerzo superior al umbral se deforman continuamente como un fluido, siendo el

59



Introduccién

esfuerzo una funcién, lineal o no, de la velocidad de deformacion. Ejemplos tipicos de este tipo

de materiales son la pasta dentifrica, mayonesa, mermelada, entre otros.

(if). Fluidos pseudoplésticos: ElI comportamiento pseudoplastico se manifiesta con la
reduccion en la viscosidad aparente de un fluido al incrementarse la velocidad de
cizallamiento. Muchos materiales muestran este tipo de comportamiento en mayor o menor
grado y es el comportamiento mas comudn. Asi, por ejemplo, numerosas emulsiones,
suspensiones, dispersiones o disoluciones de polimeros y polimeros fundidos son casos de este
tipo de fluidos.

(iii). Fluidos dilatantes: Son aquellos fluidos que incrementan la viscosidad aparente al
incrementar la velocidad de cizallamiento aplicada, lo cual es causado por reorganizaciones en
su microestructura. Algunos de los sistemas que siguen este comportamiento son dispersiones

de almiddn y ciertas dispersiones de policloruro de vinilo.

En algunas emulsiones su viscosidad aparente incrementa o disminuye en funcion del
tiempo durante la aplicacion de un esfuerzo cortante. En algunos casos, este cambio es
reversible y el fluido recupera sus caracteristicas reologicas originales si se deja en reposo
durante un periodo suficientemente largo. En otros casos, el cambio producido por
cizallamiento de la muestra es irreversible, y la muestra no recupera sus caracteristicas

originales.

Estos fluidos se clasifican en:

a) Reopécticos: Su viscosidad aparente incrementa en funcion del tiempo al ser
sometido a una velocidad de cizallamiento constante. Algunos ejemplos de estos

fluidos incluyen pastas de yesos y tintas de impresora.

b) Tixotropicos: La viscosidad aparente disminuye con el tiempo al ser sometidos a
una velocidad de corte constante. Ejemplos de estos fluidos son pastas de almiddn,
gelatinas, mayonesas, pinturas, entre otros. En la Figura 21 se puede observar el
efecto de la tixotropia en un sistema. En la curva de flujo aparece el tipico ciclo de
histéresis, denominado ciclo de tixotropia, al medirse una mayor viscosidad durante

una primera medida cuando se aplica cizalla, y luego durante la segunda medida, se
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observa una reduccion de la viscosidad al disminuir paulatinamente la velocidad de
corte o cizalla. Experimentalmente es dificil detectar diferencias entre la
pseudoplasticidad o la tixotropia ya que los efectos combinados de la cizalla y el
tiempo pueden superponerse durante una medida, con el inconveniente afiadido de
que la mayoria de los fluidos tixotropicos son pseudoplasticos (Lequeux, 1998;
Martinez, 2006; McClements 2016)

Etapa de esfuerzos crecientes

>

-

Etapa de esfuerzos decrecientes

Esfuerzo de corte (Pa)

>
Velocidad de corte(1/S)

Figura 21: Ciclo de histéresis observado para un fluido tixotrépico

VLIV. Il. Reologia Interfacial

En la interfase entre dos liquidos inmiscibles o entre un liquido y un gas, existe una fase
bidimensional que exhiben propiedades reoldgicas distintas de las que tienen ambas fases por
separado. Por lo tanto la reologia interfacial estudia las respuestas mecéanicas y de flujo de una
fase bidimensional o una interfase fluida (Krégel et al., 2008). El equilibrio y las propiedades
dinamicas de la adsorcion de surfactante son responsables del comportamiento mecéanico de las
interfases, determinando su evolucién y las caracteristicas viscoelasticas. En estos ensayos las
propiedades reoldgicas son dependientes de la deformacion a la cual se han sometido las
peliculas interfaciales: corte o dilatacion. Las primeras se obtienen a una frecuencia fija al

someter la pelicula a esfuerzos que originan distorsiones de su forma manteniendo su tamafio,
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en cambio, las propiedades dilataciones manifiestan la respuesta de la interfase a compresiones

y expansiones que modifican su tamafio, pero no su forma (Figura 22) (Ravera et al., 2005)

Corte ,

Dilatacion N

Figura 22: Representacion de los tipos de deformacion en interfase bidimensional para medidas de

reologia interfacial

En nuestro trabajo la reologia interfacial se determind por ensayos de reologia
oscilatoria de corte, evaluando el comportamiento viscoelastico de las membranas interfaciales
mediante pruebas dindmicas, donde la muestra es sometida a movimientos oscilatorios. En este
caso, se aplica un esfuerzo sinusoidal a un material y la respuesta de la medicion también es de
caracter sinusoidal, aunque estos ensayos también se pueden realizar al bulk de sistema
dispersos (Figura 23). El ensayo dindmico permite separar el esfuerzo debido a la deformacién
sinusoidalmente variable en sus componentes viscoso Yy elastico (Sharman et al., 2003).

El comportamiento elastico de un material se puede representar por un resorte que sigue
la ley de Hooke (ecuacion 13), y el viscoso por un amortiguador que sigue la ley de Newton
(ecuacion 14):

g =Gyg  (13)

donde te es el esfuerzo de corte, ye la deformacion y G un modulo constante del resorte.

Ty=Nnly (14)
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Siendo tv es el esfuerzo de corte, Giv la velocidad de corte y 1 la viscosidad.
Cuando se somete la muestra a una deformacion oscilatoria, la expresion para dicha

deformacién puede escribirse como:

Y =YoSen (wt) (15)

donde yo es la deformacion maxima o amplitud, o la frecuencia de oscilacion angular y
t el tiempo. Si se reemplaza la ecuacion 15 en la 13, se obtiene para el esfuerzo de corte
resultante que actla sobre el resorte, una funcion seno (16), indicando que la deformacion
aplicada y el esfuerzo de corte elastico se encuentran en fase.

g = Gyy,sen (wt)  (16)

Derivando la ecuacion 15 respecto del tiempo y reemplazando en la ecuacion 14 se
obtiene una funcion coseno para el esfuerzo de corte viscoso (17) que se encuentra 90° fuera de
fase con respecto a la deformacion aplicada.

Ty = NwY, cos(wt) (17)

Observando las ecuaciones 16 y 17 se encuentra que la diferencia de fase entre la
deformacion aplicada y el esfuerzo de corte de respuesta indica cudn viscoelastica es la
muestra. Si la diferencia de fase es 0° el material es puramente elastico, si es 90° es puramente

Viscoso Y si esta entre 0° y 90° es viscoelastico (Schramm, 1994).
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Figura 23: Representacion esquematica de la deformacion que varia de manera sinusoidal en una

prueba dinamica representativa.

El esfuerzo de corte resultante t en general esta desfasado de la deformacion aplicada

por un angulo o y puede escribirse como:

7= 1y -sen(w-t+ §) (18)

donde & es la diferencia de fase y to la amplitud del esfuerzo de corte. Expandiendo la

ecuacion anterior trigopnométricamente, se obtiene:

T =1y [cosd -sen(w-t) +send-cos(w-t)] (19)

Esta expresion contiene tanto la contribucion elastica como la viscosa. La relacion entre

la amplitud del esfuerzo de corte y la deformacion maxima se denomina modulo complejo

(GH:

To
G*=— (20)

Yo

Este parametro es una medida de la resistencia total del material a la deformacion

aplicada. La energia almacenada durante la deformacién esta representada por el médulo
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elastico o de almacenamiento (G"), mientras que la energia disipada en el elemento viscoso

esta representada por el mddulo viscoso o de pérdida (G™):

G'=G"-cosé (21)

G'= G*-sind (22)

Si la muestra es puramente elastica, § = 0°, G" = Gy G~ = 0. Si la muestra es
puramente viscosa, 6 =90°, G =G yG" =0.

El médulo complejo se relaciona con G" y G™” a través de la siguiente ecuacion:

G'= (G2 + () (23)
Como funcion alternativa al modulo complejo, se define la viscosidad compleja (1)

como:

*_G_TO 24
T T e (24)

Este parametro es una medida de la magnitud de la resistencia total de la muestra al esfuerzo de
corte dindmico. Otra funcion que se usa habitualmente para describir el comportamiento
viscoelastico de un material es la tangente del &ngulo de desfase. La misma es proporcional a la

energia disipada / energia almacenada por ciclo.

t 6—6” 25
an = (25)

Por simplicidad, los resultados experimentales de las medidas dinamicas se expresan
frecuentemente en términos de G°, G™", tan § o ° como funcién de la temperatura a una
frecuencia constante o como funcion de la frecuencia a una temperatura constante (Schramm,
1994)
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Objetivos

VIIL.1. Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo fue la obtencion de emulsiones aceite en agua (O/W)
preparadas con concentrados de suero de soja (CSS) y de tofu (CST) en el rango de pH de
interés alimenticio con alta estabilidad frente a tratamientos de estrés tecnoldégico como la

congelacidén y la agitacion mecénica.

VII.11. Objetivos especificos

e Obtener concentrados de suero de soja y tofu a partir de sueros de soja (SS) preparados
en el laboratorio y suero de tofu (ST) industrial, respectivamente y estudiar el efecto de

las condiciones de procesamiento durante la obtencion de los mismos.

e Determinar en los concentrados proteicos de suero de soja y tofu obtenidos, su
composicion quimica, la solubilidad acuosa de proteinas y polisacaridos y el aporte a la
turbidez a distintos pH, el grado de glicosilacion, la composicion polipeptidica y la

estabilidad térmica.

e Estudiar las propiedades interfaciales (tension interfacial/superficial de equilibrio y
reologia interfacial/superficial) y las propiedades funcionales de superficie
(emulsificacion y espumado) de los CSS y CST, evaluando la influencia del pH (2,0 a
7,0)

e Analizar la formacion y estabilizaciébn de las emulsiones aceite en agua (o/w),
empleando las dispersiones acuosas de CSS y CST (pH 3,0 a 5,0) a través de técnicas
de dispersion de luz, reologia, microestructura y determinacion de la concentracion

proteica interfacial
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Evaluar la interaccion de los concentrados de suero de soja con polisacéridos solubles
de soja (SSPS) mediante técnicas espectrofotométricas, dispersion dindmica de luz y su

comportamiento interfacial.
Obtener emulsiones O/W &cidas con sistemas mixtos CSS/SSPS empleando distintas

estrategias de complejacion a pH 3,0 y evaluar la estabilidad frente al almacenamiento

estacionario, congelacion-descongelacion y agitacién mecanica controlada.
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CAPITULO 1

Caracterizacion fisicoquimica y evaluacion de las
propiedades superficiales y espumantes de los

concentrados de suero de tofu.
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1.1. MATERIALES Y METODOS

1.1.1. Materiales

El suero de tofu (ST, pH 5,6 £ 0.1 y densidad, &: 1,057 = 0,003 mg/mL a 25 °C) proveniente
de la elaboracién industrial del tofu, fue donado por Soyana S.H. (San Martin, Buenos Aires,
Argentina). EI ST se conservd en una camara refrigerada a 4,0 £ 0,1 °C con agregado de azida de
sodio (NaNs, 0,03% P/v) como agente antimicrobiano. Antes de su procesamiento (seccion 1.2), el
ST se filtrd con una malla de algodon (Tyler 48 Mesh, 0,297 mm de apertura de poro) para eliminar
las particulas de tofu coaguladas en suspension.

La albdmina sérica bovina (BSA, 99% de pureza y libre de acidos grasos), el o-ftalaldehido
(OPA), la N-acetilcisteina (NAC), los reactivos y marcadores de peso molecular para electroforesis
(seccion 1.11.1) fueron adquiridos a Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Missouri, EE. UU.). Todos los
demas reactivos de grado analitico se adquirieron a Anedra (Research AG; Buenos Aires, Argentina)

y Cicarelli Laboratorios (Reagents S.A.; San Lorenzo, Santa Fe, Argentina).

1.1.2. Preparacion de los concentrados de suero de tofu

EI ST filtrado se concentr6 empleando un evaporador rotatorio (Heidolph OB Lavorota 4000,
Heidolph, Instruments, GmbH & Co.KG; Schwabach, Alemania) en volimenes de 1 L por proceso,
a tres combinaciones diferentes de presion y temperatura: 50,0 + 2,0 °C (8,0 kPa), 65,0 + 2,0°C
(16,0 kPa) y 80,0 £ 2,0°C (24,0 kPa). El volumen inicial del ST se redujo hasta un 80% durante la
etapa de concentracion y el tiempo aproximado de procesamiento fue de 120 min. Para cada
condicidn seleccionada de presion y temperatura se procesé un total de 5 L de ST filtrado. Los sueros
concentrados resultantes se dializaron frente a agua destilada durante 48 h y a 4 °C con 3
intercambios de agua diarios, empleando una membrana de dialisis con un cut off de 3,5 KDa (Snake
Skin, Thermo Scientific, Rockford, Illinois, EE. UU.). Los liquidos dializados obtenidos se
agruparon y finalmente se liofilizaron (— 45 °C, 2,0 Pa, 85 h, liofilizador LI-2E260, Rificor SA;
Buenos Aires, Argentina). En funcién de la temperatura empleada en la etapa de concentracion, los

concentrados obtenidos se denominaron CST50, CST65 y CST80, respectivamente.
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Ademas, se prepararon concentrados a partir de ST filtrado y con pH ajustado a 7,0 con
NaOH 1,0 M. La concentracion se realizé a dos combinaciones diferentes de temperatura y presion:
50,0 + 2,0 °C (8,0 kPa) y 80,0 £ 2,0 °C (24,0 kPa). Los liquidos resultantes concentrados se
procesaron en las condiciones mencionadas anteriormente, obteniéndose las muestras CST50; y
CST804;,

El rendimiento porcentual (R, % P/p) en la obtencion de los concentrados se determind

mediante la siguiente ecuacion:

R(% P/p)= (I\:/ICSS‘TT) 100 (26)

Mcst y Mst son las masas del concentrado y del ST de partida, respectivamente.
1.1.3. Determinacion de densidad

La densidad del ST de partida previamente filtrado (seccion 1.1.1) y las dispersiones acuosas
de los concentrados, se determind a 25 °C empleando un picnémetro de 50 mL provisto de un
capilar. La densidad se calculd a partir de las masas del picnometro con agua bidestilada (Magua),
con la muestra (Mm) y la densidad del agua (8agua) & 25 °C (0,99707 g/mL):

M,
8, = -8 (27)
m <Magua> agua

Los valores obtenidos de la densidad se utilizaron para la conversion de los parametros de

composicion quimica del ST de % P/p a g/L.

1.1.4. Determinacion de extracto seco
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El extracto seco del ST de partida previamente filtrado (seccion 1.1) se determind por el
método gravimétrico tradicional de secado en estufa a presion atmosférica normal. Las muestras
(1,000 g) se colocaron en placas de Petri (10 cm de didmetro) y se llevaron a una estufa de
circulacion forzada de aire a 103,0 £ 1,0 °C hasta peso constante (~3 h). Las muestras secas se
enfriaron hasta temperatura ambiente en un desecador de vacio provisto con silica gel. El extracto

seco (ES, % "/p) se calculé como:

M; — M
ES (% P/p)= ﬁ 1100 (28)

M es la masa de la placa de Petri vacia, en gramos; M2y Mz son las masas, en gramos, de la placa

mas la muestra antes y después del secado, respectivamente.
1.1.5. Determinacion de cenizas

El contenido de cenizas del suero de partida y de los concentrados se determiné por el método
gravimeétrico tradicional de calcinacion por via seca. Se pes6 500 mg de muestra en un crisol de
porcelana y la calcinacién se inicié por calentamiento suave hasta residuos carbonosos. Luego, el
tratamiento oxidativo se completé en una mufla convencional a 550 + 10 °C durante 24 h. Las
cenizas obtenidas se enfriaron hasta temperatura ambiente en un desecador de vacio provisto con

silica gel activa. El porcentaje de cenizas (*/p) se calculé como:

Cenizas (% F/p)= [% 100 (29)

M es la masa del crisol vacio, en gramos; M2y M3z son las masas, en gramos, del crisol mas la

muestra antes y después de la calcinacion, respectivamente.

1.1.6. Determinacion del contenido de calcio total
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El contenido de calcio total en el ST y los concentrados se determind empleando las cenizas
obtenidas segun el procedimiento experimental descripto en la seccién 1.1.5. Las cenizas se
disolvieron en 10 mL de HCI 0,2 M, bajo agitacion magnética suave. Sobre las soluciones
resultantes, diluidas en agua bidestilada (1:50 V/v), se determind el contenido de calcio por el método
espectrofométrico de o—cresolftalein complexona (Morin, 1974), utilizando un kit comercial (Ca-
Color AA, Wiener Lab.; Rosario, Santa Fe, Argentina). Los procedimientos de calibracion se
realizaron empleando las soluciones estandar de calcio incluidas en el kit comercial, de acuerdo con
las instrucciones dadas por el proveedor. El contenido de calcio total se expreso en % P/p sobre la

muestra.

1.1.7. Determinacion de nitrogeno total y proteina bruta

1.1.7.1. Método de Kjeldahl

El contenido de proteina bruta de los concentrados y del ST de partida se determiné por el
método de Kjeldahl (Nx6,25) (método 920.87, AOAC, 1997). Para la etapa de digestion se pesé 0,5
g de muestra y se colocé en un balon de Kjeldahl de 500 mL. Posteriormente se adiciond 11 g de la
mezcla catalizadora (CuSO4-5H,0 y K2SO4 en una relacion 10:1 /p) y 20 mL de H2SO4 concentrado
(98% Fp, 5 = 1,84 g/mL). La digestion se realizé hasta mineralizacion completa y la solucion acida
resultante se enfrid hasta temperatura ambiente. Luego se agregé 200 mL de agua destilada y el
baldn se trasfirié a la unidad de destilacion, donde se agregé NaOH 40% P/ hasta alcalinidad neta.
El NHs liberado y destilado por arrastre de vapor de agua se recolectd en 50 mL de acido boérico
(H3BO3) 4,0% P/v conteniendo gotas de indicador combinado (rojo de metilo 0,016% /v y verde de
bromocresol 0,083% P/v en etanol). La valoracion se realizd con solucion estandarizada de H2SO4
0,1 N hasta viraje del indicador. Paralelamente se realizd un ensayo blanco en ausencia de la
muestra.

El porcentaje de proteina bruta se calculdé por medio de la siguiente ecuacion:

V., — V,)]"N,0,14007
M

Protefna bruta (% P/P)= K 100-fy_p  (30)
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Vm'y Vb son los volimenes, en mL, de solucion estandarizada de H.SO4 gastada en la valoracion de
la muestra y del blanco, respectivamente; Na es la normalidad de la solucion de H2SO4; 0,014007 es
la masa de un miliequivalente de nitrdgeno, en gramos; M es la masa de muestra, en gramos; fn—p
es el factor de conversion de nitrogeno a proteina (6,25).

Ademas, para verificar la recuperacion completa del nitrogeno, se realizaron ensayos con un
compuesto patron de contenido conocido de nitrdgeno. Para este fin se emple6 urea, la cual se seco
previamente a 100 °C durante 3 horas antes del analisis. La recuperacién de nitrégeno se evalu6 a
través del factor de recuperacion, fr:

Ng
fo= —£ (31
RN, (31)

Ne y Nt son los porcentajes experimentales y tedricos (°/p) de nitrdgeno, respectivamente. Para la
urea, Nt = 46,67% /p y Ne se calculé como:

— V,)]N,-0,14007
M

Ne (% P/p)= LV, 100  (32)

P

V) es el volumen gastado, en mL, de solucidn estandarizada de H2SO4 en la valoracion del patrén y

Mp es la masa de patron, en gramos. Los demas parametros se definieron en la ecuacion 30.

1.1.7.2. Método de micro-Kjeldahl con colorimetria final

En el presente trabajo, el método de micro-Kjeldahl con colorimetria final se utiliz6 como
método alternativo para la determinacion del contenido de nitrogeno total y proteina bruta de los
concentrados. El método estd basado en la reaccién de Berthelot bajo condiciones de alcalinidad
neta. EI NH4" formado en la etapa de digestion se transforma en NHs en las condiciones del ensayo
y se determina espectrofotométricamente utilizando una reaccion altamente sensible con salicilato

de sodio, nitroprusiato de sodio e hipoclorito de sodio. Los compuestos generados en la reaccion
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(indofenolatos) absorben fuertemente radiacion en la region visible del espectro electromagnético.
En el método de micro-Kjeldahl con colorimetria final, el contenido de nitrogeno puede
determinarse con exactitud empleando una cantidad minima de muestra en la etapa de digestion.
Los resultados obtenidos por el método colorimétrico evidencian una excelente correlacion con los
obtenidos por el método tradicional de destilacion-titulacion (Nkonge y Ballance, 1982).

En la etapa de digestion se empled entre 10 y 20 mg de muestra liofilizada y finamente
molida, la cual se coloc6 en un balén Kjeldahl de 100 mL junto con 0,11 g de la mezcla catalizadora
(K2S0O4, TiO2 y CuSO4-5H0, en proporcién masica 100:3:5, respectivamente) y 3,0 mL de H2SO4
concentrado (98% "/, = 1,84 g/mL). Luego de la digestion completa de la muestra, el digestato se
dejé enfriar hasta temperatura ambiente, se agregd cuidadosamente agua destilada y el contenido
del baldn se transfirio cuantitativamente a un matraz aforado de 100 mL, llevando a volumen final
con agua destilada.

Ademas, como reactivo patron se utilizd (NH4)2SO4. Se prepar0d una solucion madre de
concentracion de nitrégeno ([N]) 100 pg/mL, colocando 48,2 mg de la sal (previamente secada a
103 °C durante 3 h) en un balén de 100 mL. La digestion se realizé empleando la misma cantidad
de mezcla catalizadora y H>SO4 concentrado que en las muestras. Como blanco se utilizo sélo la
mezcla catalizadora y el acido. Luego, la solucidn del blanco se utilizd para realizar distintas
diluciones de la solucion madre del patrén de (NH4)2SOa.

Para la determinacion del contenido de nitrégeno se prepararon los siguientes reactivos:
reactivo A, preparado por disolucion de Na,HPO4 (0,2 M), NaOH (0,2 M) y tartrato de sodio y
potasio tetrahidratado (Sal de Rochelle, 0,36 M) en agua destilada; reactivo B: NaOH 2,5 M;
reactivo C: solucién de salicilato-nitroprusiato, preparada por disolucion de salicilato de sodio (20,0
g) y nitroprusiato de sodio (30 mg) en agua destilada hasta completar un volumen final de 100 mL;
reactivo D: solucion de hipoclorito de sodio (> 5 g cloro activo/L), preparada por dilucion 1/10 V/v
de agua lavandina concentrada comercial (55—60 g cloro activo/L).

Para la reaccion colorimétrica se mezclo 0,5 mL del digestato (muestra, patron o blanco) con
1,5 mL de buffer de trabajo (mezcla 1:1 V/v de reactivos A 'y B). Luego se agreg6 0,4 mL de reactivo
C, se agitd con un agitador de vortice (vortex) y se incubd en bafio termostatico a 25 °C durante 10
min. Finalmente, se agregé 0,2 mL de reactivo D, se agitd y se incubd a la misma temperatura

durante 30 min. La mezcla resultante se diluyé con 10 mL de agua destilada y se midio la
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absorbancia a 660 nm (Abseso) empleando un espectrofotdémetro UV-visible T60 (PG Instruments;

Leicestershire, Reino Unido).
El proceso de calibrado se realizé con distintas diluciones de la solucion madre patrén de

(NH.)2SOs4. El rango seleccionado de [N] (2-25 pg/mL) asegurd una respuesta lineal de la Absseo
corregida por el blanco (Absssoc) con [N], de acuerdo con el trabajo original (Nkonge y Ballance,
1982). La ecuacion de la recta de mejor ajuste a los datos experimentales (Absesoc = B-[N] + A) se
obtuvo por analisis de regresion lineal mediante el método de los minimos cuadrados usando el
software Origin 8,0 (OriginLab Corporation; Northampton, Massachussets, EE. UU.). Un ejemplo

tipico se muestra en la Figura 24.

1,2

1,0

Absgeoc
| |

04|

0,0 " 1 " 1 " 1 " 1 "
0 5 10 15 20 25

[N](ng/mL)

Figura 24: Recta de calibracion para el método de micro-Kjeldahl realizada con soluciones estandar de

sulfato de amonio en un rango variable de [N] de 2-25 pg/mL. La ecuacion de la recta es: AbSesoc =

0,04532:[N] — 0,05541 (r? = 0,99).

La [N] en los digestatos provenientes de las muestras se obtuvo a partir de los valores de

Absssoc Usando la recta de calibracion:
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Absggp. — A
[N] (ng/mL)= === (33)

Ay B son las ordenadas al origen y la pendiente de la recta de calibracidn, respectivamente.
Finalmente, el porcentaje de proteina bruta se calculé como:

N]-Vp-fc

Proteina bruta (% P/P)=[ M 100-fNop  (34)

[N] es la concentracion de nitrégeno en el digestato (ug/mL), Vo es el volumen del digestato (100
mL), fc es el factor de conversion de pug a g (1-10°%), M es la masa de muestra en gramos y fn_p €s

el factor de conversion de nitrogeno a proteina (6,25).

1.1.8. Determinacion del contenido de carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos en el ST, en los concentrados y en las dispersiones acuosas
(seccidn 1.16) se cuantificé por el metodo de fenol—acido sulfurico (metodo 988.12, AOAC, 1997),
el cual determina conjuntamente el contenido de azucares simples y polisacaridos. Los furfurales
generados por deshidratacion de los monosacaridos en acido sulfurico concentrado reaccionan
qguimicamente con el fenol y generan compuestos de adicion, los cuales absorben fuertemente
radiacion en el rango visible del espectro electromagnético (Dubois et al., 1951).

Como reactivo patrén se empled glucosa de calidad HPLC. Se prepar6 una solucion madre
patrén de concentracion de glucosa ([Glu]) 0,1% P/ (1000 ug/mL) en agua bidestilada y a partir de
la misma, diluciones en un rango de [Glu] entre 10 y 70 ug/mL. Como blanco se utilizé agua
bidestilada. Para el ST filtrado (seccion 1.1) se tomd 1,0 mL y se realiz6 una dilucion 1/200 V/v con
agua bidestilada. En los concentrados se prepararon dispersiones acuosas (0,1 % /) en agua
bidestilada por agitacion magnética suave durante 2 h; seguidamente se realiz6 una dilucion 1/20
Vly antes del analisis.

Para realizar la reaccion colorimétrica, se agreg6 1,0 mL de agua bidestilada (blanco) o 1,0
mL de las soluciones (patrones, muestras) y 0,5 mL de fenol 5,0% /v en tubos de ensayo de vidrio

(18 mm diametro), incubando durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente se agregé 2,5 mL
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de H2SO4 concentrado (98% F/e, & = 1,84 g/mL) y se agito en un vortex. La mezcla resultante se
incubd durante 20 min a 37 °C en un bafio termostatico. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 480
nm (Absago) en espectrofotometro UV-visible T-60 (PG Instruments; Leicestershire, Reino Unido);
a esta longitud de onda absorben los compuestos conjugados del fenol con furfurales provenientes
de la deshidratacion de las hexosas (Dubois et al., 1951).

El proceso de calibrado se realizd con distintas diluciones de la solucion madre patron de
glucosa. El rango seleccionado de [Glu] (10-70 pg/mL) asegurd una respuesta lineal de la Absago
corregida por el blanco (Absasoc) con [Glu]. La ecuacion de la recta de mejor ajuste a los datos
experimentales (Absssoc = B-[Glu] + A) se obtuvo por andlisis de regresion lineal mediante el método
de los minimos cuadrados usando el software Origin 8.0 (OriginLab Corporation; Northampton,
Massachussets, E.E.U.U). Un ejemplo tipico se muestra en la Figura 25. La concentracion de
hidratos de carbono totales (HC) en las soluciones de la muestra y expresada como [Glu], se obtuvo
a partir de los valores de Abssgoc usando la recta de calibracion:

Abs,go. — A

HC: [Glu] (ug/mL)= B

(35)

Ay B son las ordenadas al origen y la pendiente de la recta de calibracion, respectivamente.
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Figura 25: Recta de calibracion para el método fenol—&cido sulfurico realizada con soluciones estandar de

glucosa en un rango variable de [Glu] de 10-70 pug/mL. La ecuacion de la recta es: Abssgoc = 0,0117-[Glu] —

0,033 (r* = 0,99).

El porcentaje de hidratos de carbono totales en los concentrados se calculé como:

HC: [Glu] (% P/P)zm#-mo (36)

En las dispersiones acuosas, el porcentaje de hidratos de carbono para la determinacion de

solubilidad de hidratos de carbono (seccion 1.16) se calculé como:

HC: [Glu] (% P/y)=[Glu]f4f-100 (37)

[Glu] es la concentracion de hidratos de carbono totales expresados como glucosa (ug/mL), Vp €s

el volumen de la dispersion de concentrado, fqes el factor de dilucién de la dispersion, fc es el factor

de conversion de pug a g (1-10°) y M es la masa de muestra en gramos.
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1.1.9. Determinacion de fibra dietaria total

La determinacion de fibra dietaria total se solicité como servicio técnico a la Catedra de
Nutricion y Bromatologia (Facultad de Bioquimica y Farmacia, Universidad de Buenos Aires); se
utiliz6 el método gravimétrico-enzimatico oficial de la AOAC (985.29; AOAC, 1997). La muestra,
previamente molida, tamizada, secada y desgrasada, se digiri6 enzimaticamente por duplicado en
dispersidn acuosa y en forma sucesiva con a-amilasa (95 °C), proteasa (60 °C) y amiloglucosidasa
(60 °C). Los componentes que contribuyen a la fibra dietaria total se separaron del digestato por
precipitacion con etanol y luego se secaron a 103 °C a presion atmosférica normal. Para la obtencién
de la fibra dietaria total, una de las réplicas de los residuos secos se calcind por via seca (550 °C) y
con la restante se determind el contenido de proteina bruta por el método de Kjeldahl (Nx6,25).
Estos ensayos finales se realizaron para corregir la masa de los residuos secos por minerales y
proteina no digerida en la etapa de digestion (BeMiller, 2010). El contenido de fibra dietaria total

de los concentrados se expresé como porcentaje en peso (7/p) sobre la muestra inicial.

1.1.10. Determinacion del contenido de lisina total y reactiva

1.1.10.1. Lisina total

La realizacion de este analisis se solicitd como servicio técnico al Laboratorio Dr. Rapela
(Buenos Aires, Argentina); el contenido de lisina se determind empleando el método oficial AOAC
994.12 (AOAC, 1997). En este método, la muestra se prepard para el analisis por tratamiento con
acido perférmico para la oxidacién de los aminoacidos azufrados, la inactivacion del agente oxidante
con metabisulfito de sodio, la hidrélisis &cida de las proteinas con HCI 6,0 M y la dilucién y
neutralizacion parcial del hidrolizado con buffer citrato de sodio hasta ajustar el pH 2,2. La
determinacion de aminoéacidos individuales en el hidrolizado se realiz6 por cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) en una columna de intercambio idnico con posterior derivatizacion con
ninhidrina. El contenido de lisina total (LT) de los concentrados se expresd en % F/p sobre proteina
total (equivalente a g/16 g N), teniendo en cuenta sus contenidos de proteina bruta (secciones 1.1.7.1
y1.1.7.2).
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1.1.10.2. Lisina reactiva

El contenido de lisina reactiva (LR) se determind utilizando el método espectrofotométrico
basado en la reaccion de las aminas primarias con el o-ftalaldehido (OPA), la N-acetilcisteina (NAC)
en medio alcalino (Medina Herndndez y Garcia Alvarez-Coque, 1992). En vasos de precipitado de
50 mL, se pesaron 20 mg de cada muestra y se adiciono buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7,0 con
dodecil sulfato de sodio (SDS) 1,0% P/v, hasta alcanzar una masa final de 25 g. Los concentrados se
dispersaron por agitacion magnética durante 2 h y las dispersiones resultantes se trataron a 100 °C
en un bafio en ebullicion durante 30 min para solubilizar completamente las proteinas. Luego se
enfriaron a temperatura ambiente y se centrifugaron a 800xg durante 15 min a 20 °C (centrifuga
Rolco CM 4080 Millenium; Buenos Aires, Argentina) (Ingrassia et al., 2017) . Los sedimentos se
descartaron y los sobrenadantes se emplearon para la determinacién de LR.

Como reactivo patron se utilizé clorhidrato de L-lisina, previamente secado a 105 °C durante
3 h. Se preparo6 una solucion madre 8,0 mM del aminoacido en buffer fosfato de sodio 10 mM pH
7,0 con SDS 1,0% F/v y se realizaron distintas diluciones con el mismo buffer para el proceso de
calibrado (Ingrassia et al., 2017).

Por otro lado, se prepard el reactivo de OPA-NAC mezclando 25 mL de una solucion 0,025
M de OPA en etanol, 2,5 mL de una solucion acuosa de NAC 0,025 My 200 mL de una solucién
buffer tetraborato de sodio 100 mM, pH 9,5 en un matraz aforado de 1 L, llevado a un volumen final
con agua destilada.

Para realizar la determinacion espectrofotométrica se afiadieron 10 mL del reactivo OPA-
NAC a la solucién de 25 mL del sobrenadante de la preparacion de las muestras o de las soluciones
estdndar de clorhidrato de L-lisina. La absorbancia se midi6 a 335 nm empleando el
espectrofotometro UV-visible T-60 (PG Instruments; Leicestershire, Reino Unido).

El proceso de calibrado se realiz6 con distintas diluciones de la solucion madre patrén de L-
lisina. El rango seleccionado de la cantidad de mili moles de lisina (Lis) (0,0008-0,0032) asegurd
una respuesta lineal de la Abszss corregida por el blanco (Abssssc) con Lis, de acuerdo con el método
original (Medina Herndndez y Garcia Alvarez-Coque, 1992). La ecuacion de la recta de mejor ajuste
a los datos experimentales (Abszssc = B-Lis + A) se obtuvo por analisis de regresion lineal mediante
el método de los minimos cuadrados usando el software Origin 8.0 (OriginLab Corporation;

Northampton, Massachussets, E.E.U.U). Un ejemplo tipico se muestra en la Figura 26.
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Figura 26: Recta de calibracion para la determinacion de lisina reactiva, obtenida a partir del procesamiento
de soluciones estandar de clorhidrato de L-lisina en un rango de cantidad de mili moles 0,0008-0,0032. La

ecuacion de la recta es: Abssss; = 535,37-Lis — 0,027 (r* = 0,99).

En los concentrados, solo los restos aminoacidicos de lisina reactivos con el OPA y el NAC
son los que generan los compuestos que absorben a 335 nm, de manera que la cantidad de mili moles

de LR se obtuvo a partir de los valores de Abssssc usando la recta de calibracion:

bszzsc — A

A
LR (mili moles)= B (38)

Ay B son las ordenadas al origen y la pendiente de la recta de calibracion, respectivamente.
Finalmente, el contenido de LR expresado en % P/p sobre proteina total (equivalente a g/16

g N), se calculd a partir de la siguiente expresion:

LR (mili moles)-0,141615
LR (% P/P)=( ( M_P) )-100 (39)
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0,141615 es la masa de un mili-mol de lisina en gramos, M es la masa de muestra, en gramos y P es

el porcentaje de proteina bruta (% P/p, Nx6,25; ecuaciones 30y 32).

1.1.10.3. Lisina no reactiva

A partir del contenido de lisina total (LT) y de lisina reactiva (LR), determinada de acuerdo
con los procedimientos descriptos en las secciones 1.1.10.1 y 1.1.10.2, se calcul6 el contenido de

lisina no reactiva (LNR, % P/r sobre lisina total) como:

LNR (% P/p)= lwl 100  (40)

1.1.11. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con tricina
(TSDS-PAGE)

La composicion polipeptidica de los concentrados se evaluo por electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y en presencia de tricina (TSDS-PAGE), la cual se
utiliza cominmente para separar proteinas en el rango de pesos moleculares 1-100 kDa. Ademas,
es el método de preferencia para la aplicacion en muestras donde la mayor parte de las proteinas
tienen un peso molecular menor a 30 kDa (Schagger, 2006).

Los geles se obtuvieron en condiciones no reductoras y reductoras, empleando un equipo
Bio-Rad Miniprotean Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories Inc., EE. UU). Las proteinas son puestas en
contacto con un agente tensoactivo como el SDS, el cual promueve la desnaturalizacion y formacion
de complejos de carga neta negativa con las proteinas. Debido a que los complejos SDS/proteina
exhiben una relacion similar carga/masa, el proceso de separacion en el gel estd determinado por la
diferencia en el peso molecular de los polipéptidos. En este trabajo se siguié el procedimiento

experimental descripto en el trabajo original de Schagger y Von Gagow (1987).

1.1.11.1. Reactivos
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Los reactivos de grado electroforesis fueron: acrilamida, N, N’-metilenbisacrilamida,
Tris(hidroximetil) aminometano (Tris), N-[Tris (hidroximetil)metil] glicina (tricina), urea,
persulfato de amonio (APS, (NH4)2S20¢g), N, N, N’, N’- tetrametiletilendiamina (TEMED), glicerol,
dodecil sulfato de sodio (SDS, 99% de pureza), p-mercaptoetanol (B-ME) y Coomassie Brilliant
Blue R-250. Las proteinas incluidas en los marcadores de peso molecular fueron: fosforilasa b (92,0
kDa), BSA (66,0 kDa), ovoalbimina (45,0 kDa), anhidrasa carbénica (29,0 kDa), KT (20,1 kDa) y
a-lactoalbimina (14,4 kDa).

Se prepararon las siguientes soluciones:

a) Buffer de muestra 4x, pH 7,0: Tris-HCI 150 mM, glicerol, 30% /v, SDS, 12,0% F/v y colorante
Coomasie Brilliant Blue R-250, 0,05% P/v. Para obtener condiciones reductoras se agregd 2-
mercaptoetanol (B-ME) a una concentracion 6,0% V/v.

b) Buffer de electrodo anodico 10%, pH 8,9: Tris 1,0 M, HCI 0,225 M.

c) Buffer de electrodo catddico 10x, pH 8,25: Tris 1,0 M, Tricina 1,0 M, SDS 1,0% "/v.

d) Buffer de gel 3%, pH 8,45: Tris 1,0 M, HCI 1,0 M, SDS 0,3% P/v.

e) Solucion A: Solucién de acrilamida-bisacrilamida, disolviendo 48 g de acrilamida 'y 1,5 g de N,
N’-metilenbisacrilamida en agua destilada hasta completar un volumen final de 100 mL.

f) Solucion B: Solucién de acrilamida-bisacrilamida, disolviendo 46,5 g de acrilamida y 3,0 g de N,
N’-metilenbisacrilamida en agua destilada hasta completar un volumen final de 100 mL.

g) Solucion de APS 10% P/v. Se prepard disolviendo la sal en agua bidestilada y se utilizd
inmediatamente después de su preparacion.

g) Solucién colorante: Coomasie Brilliant Blue R-250 0,192% P/v en una mezcla de
agua/metanol/acido acético (proporcion volumetrica 10:10:4).

h) Solucion decolorante: Mezcla de etanol/agua/acido acético (proporcion volumétrica 25:20:5).

1.1.11.2. Preparacion de los geles

Se prepararon geles de 1,5 mm de espesor a una concentracion de 16% °/v y 4% Flv
acrilamida-bisacrilamida para los geles separados y apilador, respectivamente. EIl gel separador se
preparé mezclando bajo agitacion magnética 1,0 mL de la solucién A, 3,0 mL de la solucién B, 3,0

mL del buffer gel 3x, 3,24 g de urea y agregando agua bidestilada hasta un volumen final de 9,0
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mL. Se adicionaron 30 pL y 3,0 uL de APS 10% /v y TEMED, respectivamente. En la parte superior
del gel se agregd cuidadosamente 1,0 mL de una solucién etanol/agua 1:1 V/y para minimizar la
difusion del oxigeno al gel durante la polimerizacion, la cual se realiz6 a 37 °C durante 30 min.
Para elaborar el gel apilador se adicionaron 330 L de la solucién A, 1,0 mL del buffer gel
3x y se agreg6 agua bidestilada hasta completar un volumen final de 4,0 mL; posteriormente se
agregé 30 uL de APS, 3,0 puL de TEMED vy se incub6 a 37°C durante 30 min a 37°C para la

polimerizacion.

1.1.11.3. Preparacion de las muestras

En primer lugar, se pesé una cantidad de concentrado para garantizar la siembra de 30 pg de
proteina por calle, de acuerdo con el contenido de proteina bruta (secciones 1.7.1 y 1.7.2). Los
concentrados se disolvieron en 1 mL de buffer de muestra en presencia y ausencia de p-ME, se
agitaron en un vortex y se trataron térmicamente en un bafio de agua a 100 °C durante 5 min. Luego,
se enfriaron en un bafio de agua hasta alcanzar la temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se
centrifugaron a 10.000xg durante 10 min a 20 °C empleando una centrifuga Hermle modelo 129-
Z200 (Wehningen, Alemania). Las proteinas usadas como patrones de peso molecular (seccion
1.11.1) se utilizaron en forma directa, sin preparacion previa, de acuerdo con las indicaciones dadas

por el proveedor.

1.1.11.4. Condiciones de corrida, coloracion, revelado y analisis de los geles

Se sembraron 10 pL de muestras (30 g proteina) y el patrén de peso molecular y las corridas
electroforéticas se realizaron a un voltaje constate de 120 V con una intensidad de corriente de 30
mA por placa. Los geles se tifieron con la solucion colorante durante 2 h y se decoloraron con la
solucion decolorante, con recambios constantes de la misma hasta completar una eficiente
decoloracion. Las imagenes de los geles se obtuvieron mediante un escaner HP Scanjet 3200c
(Hewlett-Packard; Palo Alto, EE. UU.) y se procesaron empleando el software Adobe Photoshop
Ligthroom CC2019 (Adobe Inc.; San Jose, CA, EE. UU.).
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1.1.12. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared

Spectroscopy, FTIR)

Para obtener los espectros FTIR, las muestras se dispersaron previamente en agua destilada
(0,1% P/p) por agitacion magnética durante 2 h. Luego, se colocd 0,1 mL de dispersion en el
dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) hasta cubrir completamente el cristal de seleniuro
de zinc (ZnSe); finalmente las dispersiones se secaron suavemente con aire tibio hasta alcanzar la
deshidratacién completa. Los espectros de FTIR se obtuvieron en el rango de 400 — 4000 cm!
utilizando un espectrometro Shimadzu modelo IR Affinity-1 (Shimadzu Scientific Instruments;
Maryland, EE. UU.). Las condiciones de medicion fueron: apodizacion Happ-Genzel; 45 barridos
con una resolucion de 4 cm 1. Las deconvoluciones y el procesamiento de los espectros FTIR se
realizaron con el software IR Solution (Shimadzu Scientific Instruments; Maryland, EE. UU.)

asociado al espectrometro.

1.1.13. Analisis termogravimétrico (TGA)

Los ensayos de TGA se realizaron utilizando una termobalanza modulada TGA-Q500 (TA
Instruments, LLC Waters; New Castle, EE. UU.). Se pes6 5-10 mg de muestra y se calent6 a 10
°C/min bajo una atmosfera de nitrogeno (caudal = 40 mL/min) y en un rango de temperatura 20-700
°C. El equipo registré la variacion porcentual de la pérdida de masa en funcidn de la temperatura.
En las curvas obtenidas se definieron tres zonas de degradacion térmica en funcion de las
temperaturas de inicio y final de los picos: zona | (150 — 260 °C), zona Il (260 — 360 °C) y zona |11
(360 — 430 °C). Para cada zona, se determinaron la temperatura de pico (Tp) y la pérdida parcial de

masa (Am, %).

1.1.14. Dependencia de la turbidez de las dispersiones con el pH

Se prepararon dispersiones acuosas (0,1% F/p) mediante agitacion magnética suave durante
3 h en agua destilada, en urea 6,0 M y en solucién de urea 6,0 M con ditiotreitol (DTT) 30 mM (Zhu
et al., 2017). Para obtener las curvas de turbidez en funcién del pH se agregaron alicuotas sucesivas

de HCI 0,1 M a las dispersiones (20 mL) bajo agitacion magnética suave y constante. Luego del
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agregado de cada alicuota del acido se registrd el valor del pH e inmediatamente después se
determind la turbidez por medida de la absorbancia a 600 nm (espectrofotometro UV-visible T60,
PG Instruments; Leicestershire, Reino Unido).

1.1.15. Dependencia del potencial-£ con el pH

Las muestras se dispersaron en agua bidestilada (0,1% F/p) por agitacion magnética suave
durante 2 h para asegurar una completa hidratacion. Para cada muestra, el pH se ajusté a 2,0, 3,0,
4,0, 5,0, 6,0 0 7,0 usando soluciones de HCI 0,1 M o NaOH 0,1 M. Después del ajuste del pH, las
dispersiones se filtraron usando un papel de filtro de celulosa Whatman N° 1. Las dispersiones
filtradas se cargaron en celdas capilares (modelo DTS1070) provistas de electrodos de platino a cado
lado (Figura 27) y el potencial- se midi6 a 25 °C usando un analizador Malvern Zetasizer ZSP ZEN
5600 (Malvern Panalytical Ltd; Worcestershire, Reino Unido) a un angulo fijo de 173°. Las

determinaciones se realizaron en tres dispersiones preparadas en forma independiente y con 20

=y,

= ]
[ w

lecturas por réplica.

Electrodo (

7

Capilar

Figura 27: Representacion de una celda capilar para la determinacion de potencial-{
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1.1.16. Dependencia de la solubilidad de proteinas e hidratos de carbono con el pH

Las muestras se dispersaron en agua destilada (0,1% P/\v) por agitacion magnética suave
durante 2 h, se le ajusto el pH siguiendo el mismo procedimiento descripto anteriormente (seccion
1.1.15). Luego, las dispersiones se centrifugaron a 10.000xg durante 20 minutos a 20 °C (centrifuga
Hermle 129 2200 M/H; Wehningen, Alemania) y se descartd el sedimento. El contenido de proteina
e hidratos de carbono totales se determinaron tanto en los sobrenadantes como en las dispersiones
acuosas iniciales, realizando diluciones adecuadas con agua destilada. El contenido de proteinas se
determind usando el método espectrofotométrico de Lowry modificado usando BSA como proteina
estandar (Markwell et al., 1978) y el de hidratos de carbono totales, por el método de fenol—sulfurico
siguiendo el procedimiento experimental descripto en la seccién 1.1.8.

Para la determinacion de la concentracion de proteina en las dispersiones, se prepar0 una
solucion madre patrén de concentracion de BSA 0,1% /v (1000 png/mL) en agua destilada y a partir
de la misma, diluciones en un rango de concentracion de proteina ([P]) entre 20 y 100 png/mL. Como
blanco se utiliz6 agua destilada.

Para la realizacion colorimétrica se prepararon los siguientes reactivos: reactivo A: se
disolvieron 4,0 g de NaOH, 20,0 g de Na2COs, 10,0 g de SDS y 1,6 g de tartrato de sodio y potasio
tetrahidratado (Sal de Rochelle) en agua destilada hasta un volumen final de 1 L; reactivo B: se
disolvieron 4,0 g de CuSO4-5H,0 en agua destilada hasta completar un volumen final de 100 mL;
reactivo C: reactivo alcalino de cobre, obtenido mezclando los reactivos A 'y B en una proporcion
volumétrica 100:1 V/v; reactivo D: reactivo comercial de Folin-Ciocalteu.

Para la reaccion colorimétrica a 1,0 mL de agua destilada (blanco) o dispersion acuosa
(muestra, patrdn), se agrego 3,0 mL de reactivo C incubando durante 60 min a temperatura ambiente.
Luego, se agregd 0,3 mL de reactivo D, se agitd vigorosamente en un vortex y se incubd 45 min.
Finalmente, se midié la absorbancia a 660 nm (Abseso) en un espectrofotometro UV-visible T-60
(PG Instruments; Leicestershire, Reino Unido).

Como se menciond anteriormente, el proceso de calibrado se realiz6 con distintas diluciones
de la solucion madre patron de BSA. El rango seleccionado de [P] (20-100 ug/mL) asegurd una
respuesta lineal de la Abssso corregida por el blanco (Absssoc) con [P], de acuerdo con el trabajo
original (Markwell et al, 1978). La ecuacion de la recta de mejor ajuste a los datos experimentales

(Absssoc = B-[P] + A) se obtuvo por anlisis de regresion lineal mediante el método de los minimos
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cuadrados usando el software Origin 8.0 (OriginLab Corporation; Northampton, Massachussets,

E.E.U.U). Un ejemplo tipico se muestra en la Figura 28.

0,6
0,5+
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o
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20 40 60 80 100
[P] (ng/mL)

Figura 28: Recta de calibracion para la determinacion de proteina por el método de Markwell et al (1978),

obtenida con disoluciones de BSA en un rango de concentracion 20—100 png/mL. La ecuacién de la recta es:

Absggoc = 0,00647-[P] — 0,0041 (r* = 0,99).
La concentracion de proteina en la dispersion se obtuvo a partir de Absseoc, la pendiente (B)

y la ordenada al origen (A) de la recta de calibracion:

b —
[P] (ug/mLy= "0 Z 8 (4

La concentracién de proteinas en la dispersion inicial se calculé como:
[P] (% P/y)=[Plfsfc100 (42)

[P] es la concentracion de proteinas (ug/mL), fqes el factor de dilucion de la dispersion y fc es el

factor de conversion de pg a g (1-10).
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Finalmente, la solubilidad de proteinas (Sp) y de hidratos de carbono (Skc) se calcularon

como:
P
Sp= [F] 100 (43)

HC,
HC,

sHC=[ ]-100 (44)

donde Ps y HC;s son la concentracion de proteinas e hidratos de carbono en los sobrenadantes (%
PIv), respectivamente; P; y HCi son las concentraciones de proteinas e hidratos de carbono en las

dispersiones iniciales (% P/v), respectivamente.
1.1.17. Propiedades superficiales de los concentrados en interfase agua/aire
1.1.17.1. Determinacion de la tension superficial

La tension superficial en la interfase aire/agua, se midié en un tensiometro automatizado
Lauda TD3 LMT 850 asociado una unidad termostéatica Peltier para el control de la temperatura. La
medicion se realizé empleando un anillo Du Noly previamente sumergido en una solucion de etanol,
lavado varias veces con agua destilada y por ultimo, flameado a la llama de un mechero Bunsen para
eliminar impurezas. Las dispersiones se prepararon a una concentracion de 0,25% de proteina F/p y
se ajustaron en un rango de pH de 2,0 a 7,0 con solucién de HCI o0 NaOH 1,0 M. Antes de comenzar
la medicion automatizada, se ajusté la temperatura a 25 °C y la diferencia de densidad entre las
dispersiones acuosas y el aire. Luego, se colocaron 20 mL de dispersion en un cristalizador de vidrio
provisto por el equipo y se sumergio el anillo Du Noly en el seno de esta hasta colocarlo en una
posicion cercana a la interfase (Figura 27). Posteriormente, se midio la tension superficial cada
minuto y las medidas se optimizaron en el tiempo hasta llegar al valor de equilibrio (ys, o). El proceso
se repitid con agua destilada ajustada al mismo pH que la dispersion (ys, A). La presion superficial

de equilibrio (7s) se calculé como:

g = Ys,A - YS,D (45)
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1.1.17.2. Evaluacién de la reologia superficial

Las propiedades reoldgicas en la interfase aire/agua se evaluaron en dispersiones acuosas
(1,0% de proteina P/,) en el rango de pH de 2,0 a 7,0. Se empled un reémetro oscilatorio AR-G2
(TA Instruments, Waters LLC; Newcastle, DE, EE. UU.), al cual se asocié un anillo Du Nodly de
Pt/Ir. Para la medicion, se colocaron 20 mL de dispersion acuosa en un cristalizador de vidrio de 6,7

cm de diametro, posicionando el anillo Du Nouy en la interfase (Figura 29)

S

> Anillo Du Noily

> Dispersion acuosa
— —

Figura 29. Representacién esquematica de la geometria de anillo de Du Nolly en la interfase aire/agua para

la determinacion de la tension superficial de equilibrio y de la reologia interfacial.

Las mediciones reoldgicas oscilatorias y el registro de los moddulos superficiales de
almacenamiento y de pérdida (G" y G™") se realizaron a una temperatura de 25 °C contralada con un
bafio de agua (Jubalo ACW100, Jubalo Labortechnik; Seelbach, Alemania) asociado al reémetro.
Las medidas se realizaron con una frecuencia constante de 0,3 Hz y una deformacién ajustada al

3,0% dentro del rango de viscoeslasticidad lineal. Para aumentar la reproducibilidad se fijé un gap
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de 9000 pum para todas las muestras. La evolucion general de las propiedades reoldgicas de la
interfase se siguié mediante la variacion de la viscosidad compleja superficial (n *) frente al tiempo

de acuerdo con el procedimiento descripto por Baldursdottir et al. (2010). n * se calculé como:

. V(G)2+(G")?
n= (O]

(46)

G' es el moédulo superficial de almacenamiento, G™* es el médulo superficial de pérdida y o es la

frecuencia angular.
1.1.18. Evaluacién de las propiedades espumantes

Para evaluar las propiedades espumantes, se prepararon dispersiones acuosas de los
concentrados (1,0% de proteina "/p). El pH se ajustd a distintos valores en el rango 2,0-7,0 usando
soluciones de HCIl o NaOH 1,0 M. Se colocaron 1,5 mL de dispersiones acuosas en tubos graduados
de 10 mL y la formacion de la espuma se llevo a cabo incorporando aire con una aguja a una
velocidad de flujo de 40 mL/min. El volumen de aire incorporado (Overrun, %) se determino
midiendo el volumen de espuma (Ve en ml) generado durante 1 minuto de burbujeo y se calculo

como:
V.- 1,5
Overrun (%)= [%l 100 (47)

Después de detener el burbujeo la espuma comienza a disminuir su volumen como resultado
del colapso. Se determiné el tiempo medio de colapso (t12,s) como el tiempo necesario para que el
volumen de la espuma alcance la mitad de su valor (Ve/2) después de detenido el burbujeo (Figura

30). El t12 se usé como pardmetro de estabilidad (Martinez et al., 2009).
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Ve/2
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Figura 30. Representacion esquematica del dispositivo utilizado para la evaluacion de las propiedades

espumantes de los concentrados.

1.1.19. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado (n = 3) y los resultados se informaron
como el promedio + desvio estandar. Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA) vy las diferencias entre las medias se evaluaron usando la prueba de Fisher (LSD) a un
nivel de significancia del 5% (p <0.05). El analisis estadistico se realizé con el software Statgraphics
Centurion XV (Statpoint Technologies Inc.; Warrenton, VA, EE. UU.).
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1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

1.2.1. Composicion quimica del suero de tofu

En primer lugar, se analizd la composicién quimica del ST de partida para la
preparacion de los concentrados. Como se menciond anteriormente (seccion 1.1), el pH y la
densidad del ST fueron de 5,6 £ 0,1 y 1,057 + 0,003 mg/mL, respectivamente. La filtracién
realizada previamente a la etapa de concentracion permitié la obtencién de un liquido de
apariencia Opticamente opaca, pero sin la presencia de particulas coaguladas del tofu. La
composicion quimica del ST filtrado se observa en la Tabla 7. En un articulo reciente Chua y
Liu (2019) recopilaron datos de composicion de ST procedentes de distintos trabajos. El
contenido de proteina bruta (Nx6,25), hidratos de carbono totales y cenizas del ST obtenido en
el presente trabajo estuvieron comprendidos en el rango de los valores informados previamente
(Benedetti et al., 2015; Chua et al., 2018). En este contexto, el contenido de solidos totales y de
hidratos de carbono totales fue similar al informado por Sobral (2015) en una partida de ST
procedente de la misma empresa elaboradora (seccion 1.1); al mismo tiempo, el porcentaje de
proteina cruda y de cenizas fue levemente inferior al reportado previamente por este autor.

Por otro lado, la leche de soja es un sistema disperso de composicion compleja, debido
a la presencia de proteinas solubles y agregadas, lipidos presentes en cuerpos oleosos (“Oil
bodies”), ademas de polisacaridos solubles, oligosacaridos, minerales y 0tros componentes
minoritarios. Antes de la adicién del agente precipitante para obtener el tofu, la dispersion
acuosa de soja tiene un pH comprendido entre 6,0 y 7,0 y por ende, las proteinas de reserva y
citosdlicas tienen carga neta negativa (Peng et al., 2016). La interaccion del Ca?* con los restos
cargados negativamente de glutamato y aspartato altera el equilibrio de disociacion acido-base
de estas especies, promoviendo un descenso en el pH que se tradujo en el valor observado para
el ST (5,6 + 0,1). La interaccion Ca?*-proteina promoveria la coagulacion de las subunidades
de las proteinas de reserva desnaturalizadas (glicinina y B-conglicinina), formando el ion
divalente parte de la estructura gelificada del tofu. No obstante, la interaccion Ca?*-proteina no
tendria el mismo efecto de insolubilizacion sobre las proteinas citosolicas y el elevado
contenido de calcio total (Tabla 7) indica que parte del mineral permanece principalmente
asociado a estas proteinas en el ST. De hecho, de acuerdo con Ben Ounis et al. (2008), el ST

contiene aproximadamente el 70% de los minerales agregados en la etapa de coagulacion.
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En base a lo mencionado, la variabilidad de la composicion quimica del ST informada
por distintos autores es esperable, debido no s6lo a la utilizacion de variantes diferentes de
poroto de soja como materia prima, sino también a diferencias en las condiciones industriales
de procesamiento, como el empleo de agentes precipitantes (&cidos organicos y/o sales de
calcio y magnesio), el tiempo y la temperatura de los tratamientos térmicos de coccion y las

operaciones finales de prensado para la obtencién del tofu.

Tabla 7: Composicion quimica del suero de tofu (ST) filtrado

Hidratos de Calcio
S6lidos totales Proteina bruta Cenizas
carbono totales total
(g/L) (Nx6,25) (g/L) (g/L)
(9/L) (9/L)
21,0 £0,2 3,2+0,5 8,704 44+04 0,3+0,1

Los parametros de composicion quimica se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n =

3) + desvio estandar.

1.2.2. Composicion, propiedades estructurales, superficiales y espumantes de

concentrados obtenidos a partir suero de tofu sin ajuste previo de pH.

En primer lugar se analizard la composicion quimica, las propiedades estructurales,
superficiales y espumantes de los concentrados obtenidos a partir del suero de tofu (ST)

filtrado (pH 5,6 + 0,1), cuya composicion quimica se mostré en la seccidn anterior.

1.2.2.1 Rendimiento de obtencién y composicion quimica

Los concentrados de suero de tofu obtenidos a partir del ST, exhibieron un rendimiento
porcentual de obtencion entre 0,4 a 0,5 % P"/p. Los valores obtenidos son esperables
considerando el bajo contenido de s6lidos totales del material de partida (Tabla 7). Para CST50
el rendimiento fue levemente superior respecto a los obtenidos para CST65 y CST80.

La composicion quimica de los concentrados de suero de tofu, obtenidos a partir del ST
concentrado en diferentes condiciones de presion reducida y temperatura, se muestra en la

Tabla 8. Los contenidos de proteina cruda, cenizas y calcio total, expresados en base seca,
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evidenciaron un incremento con el aumento de la temperatura de obtencion en el orden CST50
< CST65 < CST80 (p<0,05) y el de lisina total (LT), en el orden CST50 < CST65 ~ CST80
(p<0,05). La magnitud de los incrementos fue importante; para CST80, el porcentaje de
proteina cruda, LT, cenizas y calcio total fue 27,1, 37,0, 25,2 y 41,3% mayor, respectivamente,
al de CST50. Ademas, al incrementarse la temperatura de obtencion, los concentrados también
exhibieron un mayor contenido de lisina no reactiva (LNR) (p<0,05).

En un trabajo previo, Sobral (2015) informé que el porcentaje de proteina del ST, luego
de un tratamiento con una solucién acuosa de acido tricloroacético (TCA) 12% P/y, fue inferior
al de proteina bruta, indicando que en el ST hay péptidos de bajo peso molecular. En este
contexto, Yvon et al (1989) hallaron que todos los péptidos con menos de 7 residuos
aminoacidicos (peso molecular promedio ~ 0,85 kDa) son solubles en TCA 12% P/v. En este
trabajo, la etapa de dialisis se realizo utilizando membranas con un corte de 3,5 kDa (seccion
1.2). El incremento en el porcentaje de proteina bruta y de LT de los concentrados con la
temperatura de obtencion seria atribuible a una mayor extension de reacciones de glicosilacion
que involucran a los polisacaridos y los péptidos de peso molecular inferior a 3,5 kDa,
favoreciendo la retencion de estos durante la dialisis. Este argumento es consistente con el
incremento del contenido de LNR con el aumento de la temperatura del tratamiento térmico,
especialmente durante la obtencién de CST80 (Henao Ossa et al., 2020). Las reacciones de
glicosilacion se favorecen a mayor temperatura, en el rango de pH 3,0-10,0 y en un rango de
actividad acuosa (aw) comprendido entre 0,5y 0,8 (Ingrassia et al., 2017; Oliver et al., 2006;
Van Boekel, 2001). En este contexto, el proceso de glicosilacion seria incipiente, ya que la
reduccion del volumen del ST en la etapa de concentracion no fue suficiente para disminuir la
aw a valores dentro del rango 6ptimo.

Ademas, como se menciono en la seccion anterior, el ST tiene un elevado contenido de
calcio total debido a la utilizacion de CaCl, como agente precipitante durante la obtencion del
tofu. Asi, el incremento simultdneo en el contenido de proteina bruta, cenizas y calcio de los
concentrados con el aumento de la temperatura de tratamiento térmico (50 a 80 °C) estaria
directamente asociado a la fuerte interaccion Ca?*-proteina. De esta manera, durante la

preparacion de los concentrados, el idn divalente quedaria retenido en la etapa de dialisis.
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Tabla 8: Composicion quimica (% F/p, expresada en base seca) de los concentrados de suero de
tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a 50 °C (CST50), 65 °C
(CST65) y 80 °C (CST80). El porcentaje de humedad (°/p) de CST50, CST65 y CST80 fue 10,5 +
0,2,8,5+0,1y9,3+0,3, respectivamente.

Composicion quimica CST50 CST65 CST80

Proteina cruda (Nx6.25) 37,3£0,1% 420+02° 474+01°
Lisina total (LT) 27+04% 36+04° 37+03°
Lisina no reactiva (LNR) 148+03% 17,1+02° 29,7+04°¢
Hidratos de carbono totales 435+04% 429+05% 421+06°%
Fibra dietaria total 31,8+£07% 326+06% 330£05°
Cenizas 13,1+0,2% 137+02° 16,4+02°
Calcio total 46+01% 50+01° 65+01°

Los parametros de composicion se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) +
desvio estandar. Los hidratos de carbono totales se expresaron cdmo % glucosa P/p. LNR se expresd cdmo % P/p
sobre LT. Los valores promedio en una misma fila seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes
(p <0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher.

Por otro lado, los concentrados no presentaron diferencias significativas en el contenido
de hidratos de carbono totales (p>0,05). Durante la etapa de dialisis, se eliminaron los
oligosacéridos, sacarosa y monosacaridos presentes en el ST. Por ende, los carbohidratos
presentes en los concentrados serian fundamentalmente polisacaridos no amilaceos, debido a
que el grano de soja solo contiene trazas de almidon (Karr-Lilienthal et al., 2005). De hecho,
todos los concentrados evidenciaron un elevado contenido de fibra dietaria total, que se
incrementd muy levemente con el aumento de la temperatura de obtencion (p<0,05). La
diferencia observada entre el contenido de hidratos de carbono totales y el de fibra dietaria se
podria atribuir a las diferencias en el procedimiento experimental y los componentes que
contribuyen a cada determinacién: i) los hidratos de carbono totales se expresaron como %
glucosa "/p, debido a que este monosacérido se utilizd como estandar en la calibracion (seccion
1.1.8). No obstante, los polisacaridos presentes en el ST estan constituidos por distintos restos
de monosacaridos y de 4&cidos urdnicos (Karr-Lilienthal et al., 2005). Ademas, los
polisacaridos se hidrolizaron completamente en las condiciones del ensayo. En cambio, en la

determinacion de fibra dietaria total por el método gravimétrico-enzimatico, los polisacéaridos
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no sufrieron hidrélisis en la digestion enzimatica (seccién 1.1.9); ii) Los restos glicosidicos de
las proteinas son reactivos y contribuyen a la determinacion de hidratos de carbono totales por
el metodo del fenol-sulfurico, en tanto que los mismos no contribuyen a la determinacién de
fibra dietaria total. Ademas, puede haber pequefios cambios en la respuesta del método de
fenol-sulfurico en funciéon de la modificacion quimica que sufren los hidratos de carbono

debido a la glicosilacion.

1.2.2.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con
tricina (TSDS-PAGE)

En esta seccion se analizaron los perfiles-electroforéticos de los concentrados proteicos
de suero de tofu en condiciones desnaturalizantes por TSDS-PAGE en ausencia y presencia de
B-ME (Figura 31). El método electroforético empleado tiene una resolucion mejorada para
proteinas de bajo peso molecular (Schégger y von Jagow, 1987). En condiciones reductoras
(Figura 31a), todos los concentrados exhibieron patrones electroforéticos similares: se
evidencio la presencia de las subunidades de o y a” de la B-conglicinina (60-90 kDa), las
bandas correspondientes a subunidad de la lectina (~35 kDa), el KTI (~20 kDa) y una banda de
PM ~ 14 kDa, identificada como proteina de bajo peso molecular (BPM, Kao et al., 2003) . La
presencia de subunidades de la B-conglicinina en el ST fue observada previamente por Kao et
al. (2003), quienes reportaron que la composicion polipeptidica del ST estd fuertemente
influenciada por el tipo y concentracion de sales de calcio utilizadas en la elaboracion del tofu.
Ademas, las bandas correspondientes a lectina, KTl y BPM también fue informada
previamente por Espinoza-Martos et al. (2006) y Sobral (2015) en experimentos clasicos de
SDS-PAGE.

En condiciones no reductoras, la composicion polipeptidica de los tres concentrados fue
similar con una atenuacién de la intensidad de las bandas de BPM y de KTI, con respecto a las
de los perfiles en condiciones no reductoras y la aparicion concomitante de bandas tenues en el
rango 21-29 kDa. EIl andlisis comparativo de los perfiles electroforéticos en condiciones no
reductoras reveld para CST80 una leve atenuacion de la intensidad de las bandas
correspondientes de las subunidades de a, a” y de lectina y la presencia de agregados proteicos
en la parte superior del gel. Estos agregados estarian estabilizados principalmente por enlaces

disulfuro, dado que desaparecieron en presencia de B-ME (Figuras 31 ay b).
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Figura 31: Perfiles TSDS-PAGE de los concentrados proteicos de suero de tofu obtenidos por
tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a 50°C (CST 50), 65°C (CST65°C) y 80°C
(CST80): a) condiciones reductoras (en presencia de f-ME). b) condiciones no reductoras (en ausencia
de B-ME). Marcadores de peso molecular (PM): a-lactoalbimina, 14,4 kDa; inhibidor de tripsina, 20,1
kDa; anhidrasa carbonica, 30,0 kDa; ovoalbumina, 43,0 kDa; albimina sérica bovina, 67,0 kDa y
fosforillos b, 94,0 kDa. La letra P indica la presencia de agregados proteicos en la parte superior del gel

apilador.

1.2.2.3. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es un método que se basa en la interaccién entre grupos
funcionales de moléculas con la radiacion infrarroja, resultando en transiciones vibracionales
predecibles que dan una valiosa informacion sobre las caracteristicas de las sustancias quimicas
presentes en una muestra. La caracterizacion estructural de los componentes puede realizarse a

través de la posicion y la intensidad de las bandas de absorcion. Los rangos de longitudes de
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onda utiles para el andlisis cualitativo y cuantitativo de componentes presentes en los alimentos
son el infrarrojo medio (MIR, 2,5-15,4 um, equivalente al rango de nimero de onda 4000—650
cm?) e infrarrojo cercano (NIR, 0,8-2,5 um, equivalente al rango de nimero de onda
12500-4000 cm™?). La espectroscopia infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR) es la
principal técnica dentro del MIR. Los dispositivos de reflectancia total atenuada (ATR), a
diferencia de los de transmision, requieren una minima preparacion de la muestra antes del
analisis, eliminan la variabilidad de la intensidad de las bandas en funcién del camino éptico y
permite la obtencion de espectros en muestras sélidas y liquidos Opticamente opacos
(Rodriguez-Saona et al., 2017). Existen numerosos trabajos que demuestran la capacidad de la
FTIR para detectar cambios estructurales en las proteinas en sistemas simples y de
composicion compleja (Singh, 2000) y se han reportado estudios estructurales de FTIR sobre
proteinas de soja realizados en porotos enteros y subproductos como harinas, aislados proteicos
y extrusados en mezclas con polisacaridos (Guerrero et al., 2014; Ingrassia et al., 2017; Sobral
et al., 2012). No obstante, son escasos los estudios estructurales por FTIR realizados sobre el
tofu o suero de tofu.

En el presente trabajo, las diferencias estructurales de las proteinas en los concentrados
obtenidos en distintas condiciones se evaluaron usando un dispositivo de ATR. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 32. Los espectros se analizaron en la region denominada
fingerprint (1800 — 800 cm™), en la cual todos los concentrados proteicos exhibieron las
bandas tipicas de amidas de proteinas: amida | (1647 cm™), amida Il (1545 cm™), amida Il
(1390-1431 cm-!) y amida Il (1271-1311 cm™) (Nakamura et al., 2006; Singh, 2000).
Ademas, los espectros evidenciaron tres transiciones a 1044, 1073 y 1143 cm™ en la zona de

absorcion de polisacaridos (Cerna et al., 2003).
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Figura 32: a) Espectros FTIR (800-1800 cm™) y b) espectros FTIR (Zonas de amida I-11, 1520-1680
cm™ luego de una deconvolucion espectral) de los concentrados de suero de tofu obtenidos a por
tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a 50° C (CST50), 65° C (CST65) y 80° C

(CST80). Los espectros obtenidos son el resultado de 45 barridos con una resolucién de 4 cm™.

En CST50, se observd un pico a 1611 cm™, que corresponderia a la flexion del enlace
NH del grupo amido de los residuos aminoacidicos de glutamina (Kong y Yu, 2007). Esta
banda de absorcion se atenué en CST65 y desaparecié en CST80, acorde a una disminucién en

la movilidad de las cadenas laterales de aminoacidos en la cadena polipeptidica (Figura 32a).
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Para corroborar esta observacion, se evalu6 la regién correspondiente a las bandas de amida | y
amida Il (1680-1520 cm™) luego de una deconvolucion espectral (Figura 32b). Las diferencias
en intensidad de las bandas de amida | y Il de los concentrados reflejarian la libertad o las
restricciones de movimiento de los enlaces presentes en un grupo funcional, debido a las
interacciones con otros grupos funcionales de la misma molécula o una contigua (Barth, 2007).
En base a estudios previos de FTIR realizados sobre otras proteinas en la region espectral
amida | y amida 11, CST50 estaria constituida por las estructuras secundarias de a-hélice (1656
cm !, amida I; 1545 cm !, amida Il), p-sheet (1620-1641 cm ~!, amida I; 1563 cm !, amida
I1) y, en menor medida, A-turn (1670 cm !, amida 1) (Goormaghtigh et al., 2006; Singh, 2000).
Ademas, para CST65 se evidencié desplazamiento del pico de 1641 cm™ a 1645 cm™ y una
desaparicion de la banda a 1670 cm™ (Figura 32b), resultados que indicarian un incremento en
el desorden estructural en la cadena polipeptidica (Kong y Yu, 2007). Finalmente, para CST80
se observo una disminucion de la intensidad en gran parte de las bandas de adsorcion de la
region amida | y amida Il. El incremento de la temperatura durante la etapa de tratamiento
térmico podria afectar la estructura secundaria de las proteinas presentes en el ST debido al
aumento en la intensidad de las interacciones entre moléculas de proteina, promoviendo una
mayor agregacion proteica. En este contexto, la glicosilacion y la agregacion proteica también
promovieron una marcada disminucion en la intensidad de las bandas de absorcién amida | y

amida Il en harinas desgrasadas de soja tratadas térmicamente (Ingrassia et al., 2017).

1.2.2.4. Analisis termogravimétrico (TGA)

Como se menciond en la seccion anterior, los concentrados exhibieron importantes
diferencias estructurales por FTIR en relacion con la temperatura empleada en la etapa de
concentracion. Ademas, el concentrado obtenido a mayor temperatura (CST80) evidencid la
presencia de agregados proteicos por TSDS-PAGE en los que estan involucrados enlaces
disulfuro. En este contexto, para evaluar indirectamente las diferencias estructurales de los
principales componentes de los concentrados, en la presente seccion se realizd un estudio
complementario de degradacion térmica por TGA. En el método de TGA, una termobalanza
mide y registra en forma automatizada la pérdida de masa de una muestra en funcion del
tiempo y la temperatura cuando la misma se somete a un programa de calentamiento (Park y
Bell, 2004). En la Figura 33 se observan los perfiles diferenciales de degradacion térmica de

los concentrados. Ademas, los parametros de degradacion obtenidos a partir de los perfiles se
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muestran en la Tabla 9. Dado que los concentrados estan constituidos principalmente por
proteinas y polisacaridos (Tabla 8), para el analisis de los resultados, los perfiles se dividieron
en tres zonas (I, 11 y 111) en el rango 150-450°C. En este rango de temperatura, en atmosfera de
nitrégeno, ocurren los procesos de degradacion térmica de las proteinas y los polisacaridos
(Kadam et al., 2013; Seenivasan y Panda, 2017; Werner et al., 2013).
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Figura 33: Perfiles diferenciales de degradacidn térmica de concentrados de suero de tofu obtenidos
por tratamiento térmico del suero de tofu a presién reducida a 50 °C (CST50), 65 °C (CST65) y 80 °C
(CST80). Condiciones de calentamiento 20—700 °C (atmosfera de nitrégeno); 700—900 °C (atmosfera

de aire). Velocidad de calentamiento 10 °C-min™.

Los picos observados a temperaturas inferiores a 150 °C fueron consistentes con la
pérdida de humedad de las muestras (Park y Bell, 2004). En la zona |, para todos los
concentrados el pico observado en el rango 220-225 °C corresponderia a la descomposicion de
proteinas (Kadam et al., 2013). La pérdida de masa (Am) fue significativamente mayor en el
siguiente orden CST50 » CST65> CST80 (p <0,05) (Tabla 9), que podria atribuirse a un
aumento de la estabilidad térmica de las proteinas en los concentrados obtenidos a
temperaturas mas altas. En la zona I, correspondiente a la descomposicion de polisacaridos
(Werner et al., 2013), la temperatura del primer pico (303-305 °C) fue similar en todos los

concentrados; no obstante, el segundo pico mostré un Am mas alto en CST65 y CST80. En la
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misma zona para CST80 se observo un pico adicional a 380°C (Am ~ 13%). En la zona Il de
los perfiles se observd un pico para todos los concentrados entre 648-651°C, el cual se puede
atribuir - a los productos de la descomposicibn térmica de proteinas 'y
polisacaridos. Inmediatamente antes de la incorporacion de aire, la pérdida parcial de masa de
CST50, CST65 y CST80 fue de 64,2, 60,7 y 58,0% respectivamente, lograndose la oxidacién
completa en atmdsfera de aire a 700 °C. Independientemente de la complejidad inherente a la
composicion de los concentrados (Tabla 8), el incremento de la estabilidad térmica de los
concentrados estaria asociada a la naturaleza de los agregados formados durante la etapa de
concentracion. En este contexto, la menor susceptibilidad de CST80 a la degradacion térmica
se atribuiria a una mayor cantidad de agregados proteicos formados por puentes disulfuro
(Figura 31) y un contenido significativamente mayor de calcio (Tabla 8). El ion divalente
otorgaria una mayor estabilidad frente a la degradacion térmica por la formacion de complejos
proteina-calcio. En un trabajo previo, han sido reportados resultados similares vinculados al
impacto del calcio sobre la estabilidad térmica de aislados proteicos de soja (Scilingo y Afidn,

1996).

Tabla 9: Parametros de termodegradacion obtenidos por andlisis termo-gravimétrico (TGA) de
concentrados de suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a
50 °C (CST50), 65 °C (CST65) y 80 °C (CST80). En cada zona de termodegradacion de la curva
derivada del TGA (Figura 33), se obtuvieron las temperaturas de pico (Tp °C) y la pérdida parcial de

masa (Am, %).

Muestras
Zona Parametros
CST50 CST65 CST80
Tp1 223,4 40,5 2 2197+04° 2247+06°2
Zona | 196 +0,5® 121+03% 109+05°¢
(150-260 °C) Aml
Tn2 304,7+05°? 3043+03% 3030+06"
Tp 2 331,0+0,5° 3365+04° 3398+05¢
26%022(; IOC Tp2” Sin pico Sin pico 380,2+ 0,5
(260- ) Am?2 31,8+04°2 306+03° 381+05¢
Zona I Tp3 648,120,2 648,9¢0,4 650,305
(430700 °C) AmM3 1,740,1¢ 1,1+0,2° 0,8+0,1°

Los valores medios de una misma fila seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p <0,05)
segln lo determinado por la prueba de Fisher.
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1.2.2.5. Dependencia de la turbidez y el potencial- con el pH

En esta seccién se investigaron los procesos de agregacion de las proteinas y
polisacéaridos a través de la dependencia de la turbidez con el pH en agua destilada, en solucién
de urea 6,0 M y en solucién de urea 6,0 M con agregado de ditiotreitol (DTT, 30 mM), como
agente reductor de enlaces disulfuro (Zhu et al., 2017). Los resultados se muestran en la Figura
34. Al inicio del ensayo, las dispersiones de los tres concentrados en agua destilada mostraron
valores de pH comprendidos entre 6,5y 6,8 y a la vez, exhibieron una apariencia levemente
turbia acorde con la presencia de agregados insolubles, que estarian conformados por proteinas
y polisacéridos. Al disminuir el pH por adicion de alicuotas sucesivas de solucion de HCI, la
turbidez se increment6 gradualmente, observandose valores maximos a pH 4,1, 4,5y 4,4 para
CST50, CST65 y CST80, respectivamente. Con la posterior adicion de solucion de HCI hasta
el final del ensayo, se evidencido una lenta disminucion de la turbidez; a pH 2,0, los
concentrados mostraron valores de turbidez cercanos a 0,2, indicando que la disociacion de los
agregados insolubles no fue completa en medio fuertemente acido (Figura 34a). El valor
maximo de turbidez a un pH cercano a 4,0 se atribuiria a un debilitamiento de la repulsion
electroestatica entre las moléculas de los biopolimeros, favoreciendo los procesos de auto-
asociacion. Ademas, CST65 y CST80 evidenciaron mayor turbidez en casi todo el rango de
pH, lo cual seria consistente con un mayor grado de agregacion de las moléculas de los
biopolimeros (Figura 34 a).

Ademas, la variacion del potencial-C de los concentrados con el pH en las dispersiones
acuosas se muestra en la Figura 35. CST50 mostro un valor de potencial-¢ cercano a cero a pH
4,0, en tanto que CST65 y CST80 evidenciaron potenciales- a valores de pH ligeramente
superiores a 4,0. Este resultado estaria de acuerdo con el maximo grado de agregacion
observado en las curvas de turbidez el rango de pH 4,0-4,5 (Figura 34a). Los valores absolutos
de potencial-{ de CST65 y CST80 fueron superiores a los de CST50 a valores de pH inferiores
a 4,0, donde la carga neta de los concentrados es positiva. Por el contrario, a valores de pH
superiores a 4,5, los valores absolutos de potencial-g de CST65 y CST80 fueron inferiores al
de CST50. De acuerdo con Malhotra y Coupland (2004) y Carneiro-Da-Cunha et al (2011), la
variacion del potencial-C con el pH depende de la cantidad de grupos ionizables y el pKa en las

moléculas de proteinas y polisacaridos.
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Figura 34:Efecto del pH sobre la turbidez de dispersiones acuosas (0,1 % "/p) de concentrados de suero
de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a 50 °C (CST50), 65 °C
(CST65) y 80 °C (CST80): a) en agua destilada ;b) en solucion de urea 6,0 M; ¢) en solucion de urea
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6,0 M + ditiotreitol (DTT, 30 mM).

Como se menciond anteriormente, el calcio tiene una alta tendencia a interaccionar con

los restos aminoacidicos con carga negativa de glutamato y aspartato en las proteinas y de
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acidos uronicos en los polisacaridos. Por ende, la reduccion de grupos funcionales con carga
neta negativa seria mayor en CST65 y CST80, debido a que estos concentrados mostraron un
contenido de calcio més elevado que el de CST50 (Tabla 8).
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Figura 35: Efecto del pH sobre el potencial-{ medido en dispersiones acuosas de concentrados de suero
de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a 50 °C (CST50), 65 °C
(CST65) y 80 °C (CST80).

Por otra parte, la variacion de la turbidez con el pH en las dispersiones acuosas de los
concentrados se registrd en presencia de urea 6,0 M (Zhu et al., 2017). Se ha demostrado que
la urea, como agente caotropico, puede desestabilizar el nacleo hidrofébico de las proteinas y
disociar agregados proteicos, interfiriendo principalmente en las interacciones puente de
hidrogeno e hidrofobicas entre las cadenas polipeptidicas. La urea puede formar interacciones
puente de hidrégeno con los aminoacidos polares e interaccionar al mismo tiempo con los de
naturaleza no polar. De esta manera, las interacciones atractivas entre las moléculas de urea
con los restos aminoacidicos son mas intensas que la que se establecen con las moléculas de
agua. (Zangi et al., 2009; Galvez Mariscal et al., 2013). Por lo mencionado, es probable que la
urea también interfiera con las interacciones puente de hidrogeno que se establecen entre los
grupos funcionales de las moléculas de proteinas y de polisacaridos. En este caso, la

concentracion empleada de urea es elevada, pero no lo suficiente para producir disociacién
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completa de los agregados de las moléculas de biopolimeros (Zhu et al., 2017). En presencia de
urea se evidencié un marcado descenso de la turbidez en todo el rango de pH respecto al de las
dispersiones en agua destilada (Figuras 34a y b), observandose valores maximos a pH 4,4-4,5
para los tres concentrados. Ademas, la turbidez de CST80 fue significativamente mayor que la
de CST65 y CST50 (Figura 34b). La disminucién de la turbidez en presencia de urea seria
consistente con la disociacion de los agregados promovida por el agente caotropico (Figura
34b). No obstante, el tratamiento térmico del ST a 80 °C, promoveria un mayor grado de
agregacion debido al incremento en la intensidad del efecto hidrofobico. En este contexto,
durante el tratamiento térmico de dispersiones acuosas de proteinas, las interacciones
hidrofébicas se refuerzan a medida que se eleva la temperatura de tratamiento térmico, siendo
mas estabilizadas en el rango de temperatura 60—-80 °C (Gélvez-Mariscal et al, 2013).

En CST80, la presencia de agregados mediados por puentes disulfuro evidenciados por
TSDS-PAGE, contribuirian a aumentar la resistencia contra el efecto disociador de la urea. En
ese sentido, en presencia de DTT, se registrd unicamente para CST80 una ligera disminucion
en los valores de turbidez respecto a la dispersion que contiene solo el agente caotropico, lo
cual refuerza la contribucion de los enlaces disulfuro a la estabilizacion de los agregados
proteicos de CST80 (Figuras 34b y c).

1.2.2.6. Dependencia de la solubilidad acuosa de proteinas e hidratos de carbono con el
pH

En base a lo mencionado en las secciones anteriores, la temperatura empleada en el
tratamiento térmico tuvo una importante influencia en la composicion quimica y las
propiedades estructurales de los biopolimeros. Dado que los concentrados estan constituidos
principalmente por proteinas y polisacaridos (Tabla 8), en esta seccidn se evaluo el efecto del
pH sobre la solubilidad acuosa de proteinas (Sp) e hidratos de carbono (Swc); los resultados se
muestran en la Figura 36. Para CST50, la Sp fue superior a 60% "/p en todo el rango del pH
registrando el valor mas bajo a pH 4,0; ademas, la Shc fue similar en el rango de pH 5,0-7,0,
pero evidencid una disminucién a valores de pH menores a 5,0, con un valor minimo a pH 3,0.
Este ultimo resultado se atribuiria a que los polisacéridos solubles del cotiledén y la cascara del
grano de soja que estarian presentes en el ST, contienen residuos de &cido galacturénico que

tienen un pKa cercano a 3,0 (Nakamura et al., 2003; Porfiri y Wagner, 2018).
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Figura 36: Efecto del pH sobre la solubilidad proteica (Sp) y de hidratos de carbono (Swc) de los
concentrados de suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida: a)
50 °C (CST50), b) 65 °C (CST65) y ¢) 80 °C (CST80). La concentracién de muestra en las dispersiones

acuosas fue de 0,1% F/p. Los valores se expresaron como el promedio de tres determinaciones

independientes (n=3) + desvio estandar.

Sin embargo, el efecto del pH sobre la Sp y Shc para CST65 y CST80 fue

sustancialmente diferente respecto al observado en CST50. Si bien para ambos concentrados
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también se observo el valor mas bajo de Sp a pH 4,0, los polisacaridos fueron altamente
solubles a pH inferior a 5,0 (Figuras 36b y c). Para CST80, la Sp fue inferior al 45% F/r en el
rango de pH 3,0-6,0; por el contrario, en el mismo rango de pH la Shc exhibidé valores
superiores a 80 % F/p (Figura 36c).

Como se menciond en la seccion 1.1, el pH del ST fue 5,6 + 0,1, el cual se incrementd
durante la etapa de concentracion (0,6—0,8 unidades de pH). En esta condicion, las proteinas y
los polisacéridos presentes en el ST exhiben una carga neta negativa y, por lo tanto, las
asociaciones electrostaticas entre biopolimeros son relativamente débiles. De hecho, el
potencial- de los tres concentrados fue ligeramente negativo en el rango de pH 5,0—7,0 (Figura
35). Al aumentar la temperatura durante la etapa de concentracion, es muy probable que el
aumento de la intensidad del efecto hidrofobico, la glicosilacion incipiente y la formacion de
enlaces disulfuro promuevan principalmente la agregacion de proteinas. Por lo tanto, las
proteinas insolubles estarian poco asociadas a los polisacaridos (la fraccion insoluble se
enriquecen en proteina y empobrece en polisacaridos) cuando los concentrados se obtienen por
tratamiento térmico a temperaturas mas elevadas. Para corroborar esta hipotesis, en la Figura
37 se muestra el efecto del pH sobre la relacion masica de carbohidrato a proteina en la
fraccion soluble de los concentrados. A valores de pH inferiores a 6,0, la fraccion soluble se
enriquecio en polisacaridos, mostrando claramente el orden CST80 > CST65 > CST50 (p <
0,05). Por lo tanto, CST80 estaria compuesto por agregados proteicos compactos de menor
flexibilidad molecular, mediados principalmente por interacciones hidrofobicas, por enlaces
disulfuro y con menor asociacion a polisacaridos. Esta observacion seria consistente con los
resultados obtenidos por TSDS-PAGE, FTIR y turbidez (Figuras 31, 32 y 34). Al mismo
tiempo, el aumento notable de Scx a pH inferiores a 5,0, que se evidencio en CST65 y CST80,
se atribuiria a reacciones de glicosilacion incipiente con péptidos y proteinas presentes en el

ST, de acuerdo con un aumento del contenido de LNR (Tabla 8).
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Figura 37: Efecto del pH sobre la relacion masica carbohidratos/proteina en la fraccion soluble de los
concentrados de suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a
50 °C (CST50), 65 °C (CST65) y 80 °C (CST80).

1.2.2.7. Evaluacién del comportamiento superficial en la interfase agua/aire

El comportamiento superficial de las proteinas refleja las interacciones fisicas entre
proteina, las cuales estan influenciadas por la composicion de la interfase y la conformacion
que adopta la proteina en solucion en la interfase aire-agua (Damodaran, 2006). En primer
lugar, se midi6 la tension superficial de equilibrio (ys) en dispersiones acuosas de los
concentrados a distintos valores de pH, usando un tensidmetro automatizado de anillo de Du
Nody (seccion 1.11.17.1). Todos los concentrados exhibieron buenas propiedades superficiales
en la interfase aire/agua en todo el rango de pH; los valores de presion interfacial de equilibrio
(ms) oscilaron entre 29,5 y 31,5 mN/m (Tabla 10). Al evaluar el impacto del pH sobre =, se
puede observar que todos los concentrados exhibieron valores maximos a pH 4,0 (p<0,05); al
mismo tiempo, a este valor de pH, x5 fue significativamente méas bajo para CST80 respecto al
de los otros concentrados (Tabla 10, p<0,05). De acuerdo con las mediciones de turbidez en
agua destilada, en el rango 4,0—4,5, se evidencié la maxima agregacion o auto-asociacion de
los biopolimeros en todos los concentrados, que seria consistente con los valores de potencial-{
cercanos a cero, en el rango de pH mencionado (Figuras 34a y 35). Para las proteinas, a un pH
cercano al punto isoeléctrico predomina la contribucion del efecto hidrofébico, favoreciendo la

adsorcion de moléculas en la interfase aire/agua y, por ende, la reduccién en la tension
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superficial. Sin embargo, la capacidad interfacial de adsorcion de las proteinas también esta
relacionada con otros factores, como la fuerza ionica, el tamafio molecular y las interacciones

con los polisacéridos (Pezennec et al., 2000; Rodriguez Patino y Pilosof, 2011).

Tabla 10: Efecto del pH sobre la presion interfacial de equilibrio (rs) de los concentrados de suero de
tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a 50°C (CST50), 65 °C
(CST65) y 80 °C (CST80).

7ts (MN/m)

pH CST50 CST65 CST80

2,0 30,60 £0,10°A  30,38+0,07%*  30,34+0,102%A
3,0 30,30 £0,08*4  30,11+0,06 > 30,24 +0,08 *A
4,0 31,40 £0,08%*  3126+0,06%  31,02+0,06 "
5,0 31,05 + 0,08 ¢A 30,75+0,10%8 30,65+ 0,09 "B
6,0 30,30 £0,05%4  30,67+0,07% 30,26 + 0,06 *A
7,0 30,15+0,06 %A  29,49+0,07*® 30,30+ 0,08 *A

Los valores de presién superficial se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) +
desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras mindsculas diferentes son
significativamente diferentes (p<0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en
una misma fila seguidos de letras maylsculas diferentes son significativamente diferentes (p<0,05) segin lo
determinado por la prueba de Fisher.

En este contexto, para CST80, la leve reduccion de la actividad superficial a pH 4,0 se
atribuiria a la presencia de un mayor contenido de agregados de proteinas insolubles, de
acuerdo con la menor Sp y la mayor relacion masica entre carbohidrato y proteina en la
fraccion soluble (Figuras 36¢ y 37).

Ademas, se realizaron ensayos de reologia superficial a través de la evolucion de la
viscosidad compleja superficial (n*) frente al tiempo (secciéon 1.11.17.2, Baldursdottir et al.,
2010). Los resultados se muestran en la Figura 38. Para CST50, n* se incrementd rapidamente,
llegando a valores maximos luego de 15 minutos, independientemente del pH, debido a que las
proteinas estan poco agregadas y por lo tanto se adsorben mas rapidamente en la interfase
(Figuras 34a y 38a). Por el contrario, la influencia del pH sobre el comportamiento reolégico

interfacial fue sustancialmente diferente en CST65 y CST80, donde los valores de n* al final
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del ensayo fueron méas elevados que los de CST50. Este resultado fue especialmente evidente

para CST65 apH 3,0y 4,0y para CST80 a pH 4,0y 5,0 (Figuras 38b y 38c).
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Figura 38: Perfiles interfaciales de viscosidad compleja (n*) en funcion del tiempo, en la interfase
aire/agua para los concentrados de suero de tofu a diferentes pH: a) CST50, b) CST65 y ¢) CST80. Los
ensayos se realizaron a una concentracion equivalente de proteina (1,0 % /;). Los valores se expresaron

como el promedio de tres mediciones independientes (n=3) + desvio estandar.
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De acuerdo con Baldursdottir et al. (2010), en los ensayos de reologia superficial, los
valores de n* son especialmente sensibles a las interacciones intermoleculares que se
establecen entre los biopolimeros adsorbidos en la interfase aire/agua. La formacién de
peliculas de mayor viscoelasticidad en CST65 y CST80 seria atribuida a la adsorcion de los
agregados, cuyas interacciones son mas intensas a valores de pH donde la carga neta es nula
(pH 4,0, Figura 34). Para CST50, esto no seria posible porque este concentrado esté constituido
por proteinas con un menor grado de agregacion (Figura 34a).

1.2.2.8. Evaluacion de las propiedades espumantes

En esta seccion se evaluaron las propiedades espumantes de los concentrados proteicos
de suero de tofu en funcion del pH. Todas las dispersiones acuosas de las muestras exhibieron
una alta capacidad espumante a pH 4,0 y 5,0, mostrando valores maximos de overrun a pH 4,0.
Ademas, se observo una sustancial reduccion de la capacidad espumante a los demas valores
de pH (Figura 39). Como se menciond anteriormente, todos los concentrados mostraron los
valores mas elevados de ns a pH 4,0 y 5,0 (Tabla 10), por lo que la capacidad espumante
estaria directamente ligada a una mayor actividad superficial de los biopolimeros. Ademas, a
pH 4,0, CST50 exhibié la mayor capacidad espumante (overrun > 1900%), de manera similar a
la albimina de huevo, que tiene una excelente capacidad de formacion de espumas a pH entre
4,0 y 5,0 y a una concentracion de proteina similar a la empleada en este trabajo (1,0 % "/p)
(Lomakina y Mikova, 2006). Teniendo en cuenta los estudios de FTIR (Figura 32), turbidez en
agua destilada (Figura 34a) y solubilidad proteica (Figura 36a), la muestra CST50 esta
constituida por proteinas con un menor grado de agregacién y una mayor flexibilidad
estructural, siendo clave ambas caracteristicas para la mejora en la capacidad espumante
(Damodaran, 2006). En los concentrados obtenidos a mayor temperatura (CST65 y CST80), a
pH 4,0 se observd una disminucion de rs, que sélo fue significativa para CST80 (Tabla 10, p <
0,05) y que influiria negativamente en la capacidad espumante.

Para todos los concentrados, la estabilidad de las espumas, evaluada a través de la
determinacion del tiempo medio de colapso (ti2), fue maxima a pH 4,0 (Figura 39b). Como se
menciono anteriormente, a pH 4,0 los concentrados exhibieron un potencial-{ cercano a cero
(Figura 35). De acuerdo a Yu y Damodaran (1991), la estabilidad de las espumas preparadas
con dispersiones acuosas de proteinas es mayor a un pH cercano al punto isoeléctrico, debido
que el debilitamiento de la repulsion electrostatica entre las moléculas adsorbidas permite la

estabilizacion de la pelicula interfacial. Este argumento también seria valido para evaluar la
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estabilidad de las espumas de muestras de composicion sustancialmente mas compleja que la
de las proteinas aisladas. Por lo tanto, en los concentrados, el debilitamiento de la repulsion
electroestatica que promueve la agregacion o auto-asociacion de los biopolimeros tendria un

rol clave en la estabilizacion de espumas.
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Figura 39: Efecto del pH sobre a) el Overrun (%) y b) el tiempo medio de colapso (ti2) de las espumas
preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina "/p) de concentrados de suero de tofu obtenidos por
tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a 50°C (CST50), 65 °C (CST65) y 80 °C
(CST80). Los parametros se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes

(n=3) + desvio estandar.

A pH 4,0 y 5,0, la estabilidad de las espumas presentd el siguiente orden decreciente
CST80 > CST65 ~ CST50 (p <0,05). En CST80, la relacion masica carbohidrato/proteina en la
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fraccion soluble fue la més elevada a estos valores de pH (Figura 37). Aunque en la fraccidn
soluble los polisacéaridos podrian retrasar el adelgazamiento de la pelicula interfacial y por
ende, el drenado del liquido y posterior colapso, la mayor estabilizacion de las espumas de
CST80 se atribuiria principalmente a la adsorcion de agregados mas compactos en la interfase
aire/agua y la formacion de una pelicula interfacial con alta viscoelasticidad. Los resultados
obtenidos estan de acuerdo con los reportados previamente por Murray etal. (2011) en
espumas estabilizadas por dispersiones acuosas de proteinas solubles y particulas insolubles de
proteinas.

1.2.3. Composicién, propiedades estructurales, superficiales y espumantes de

concentrados obtenidos a partir suero de tofu neutralizado

En esta seccion se analizard la composicion, las propiedades estructurales, el
comportamiento superficial en la interfase agua/aire y las propiedades espumantes de los
concentrados de suero de tofu obtenidos a partir del ST filtrado y posteriormente neutralizado
(STN) por ajuste de pH a 7,0 con solucion de NaOH 1,0 M antes de la etapa de concentracion.
Como se menciono en la seccion 1.1.2, el tratamiento térmico a presion reducida del STN se
realizé a 50 °C y 80 °C para obtener los concentrados CST50,5 y CST80,;, respectivamente.
Debido al bajo contenido de solidos totales de ST, el volumen necesario de NaOH 1,0 M
necesario para el ajuste de pH fue muy bajo (~ 3,0 mL/L ST). Por consiguiente, la composicion
quimica de ambos sueros (ST y STN) fue similar (Tablas 7 y 11). Ademas, aunque el
contenido de Na* del STN no se determiné experimentalmente, la concentracion aproximada es

de 0,07 g/L, de acuerdo con el volumen empleado de NaOH 1,0 M en la neutralizacién del ST.

Tabla 11: Composicién quimica del suero de tofu filtrado y neutralizado (STN)

Sélidos totales Proteina bruta Hidratos de carbono Calcio
Cenizas (g/L)
(g/L) (Nx6,25) (g/L) totales (g/L) total (g/L)
20,7 £0,1 2,9+ 0,1 8,5+ 0,2 4,2+0,4 0,28 +0,1
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1.2.3.1. Rendimiento y composicion quimica

Los concentrados obtenidos a partir del STN presentaron un rendimiento de obtencion
0,61y 0,54 % P/p para CST50, y CST80,, respectivamente. El rendimiento fue ligeramente
mayor respecto al de CST50 y CST80 (seccion 1.2.2.1), sin embargo, las diferencias
observadas no fueron significativas (p>0,05).

La composicion quimica de CST50, y CST80,; se muestra en la Tabla 12. En este caso,
al igual que en los concentrados obtenidos por concentracion del ST sin ajuste previo de pH,
los porcentajes en base seca de proteina cruda (Nx6,25), cenizas y calcio total se incrementaron
significativamente con el aumento de la temperatura en la etapa de tratamiento térmico
(p<0,05). Este resultado estad directamente ligado a la interaccion Ca?*-proteina en los
concentrados (seccion 1.2.1). En relacion con el contenido de hidratos de carbono totales y de
fibra dietaria total, también se evidencidé un leve enriquecimiento en CST80,; la marcada
diferencia entre el contenido de hidratos de carbono totales (~ 20% P/p) y de fibra dietaria total
puede atribuirse, como se menciond anteriormente, a los distintos meétodos analiticos
empleados (seccion 1.2.2.1).Ademas, aunque el contenido de LT fue similar en ambos
concentrados (p>0,05), el de LNR fue significativamente mayor en de CST804 (p<0,05),
acorde a un mayor grado de glicosilacion.

Al analizar comparativamente la composicion quimica de CST504 y CST80,; respecto
a la de los concentrados obtenidos a partir del ST sin ajuste previo de pH (CST50 y CST80) se
observé para los primeros una marcada disminucion en el contenido de cenizas y calcio total.
El porcentaje de cenizas de CST50, Yy CST80, se redujo 2,4 y 2,3 veces respecto al de CST50
y CST80, respectivamente; ademas, la reduccion del porcentaje de calcio total fue de 1,7 veces
para ambos concentrados (Tablas 8 y 12).

Con respecto al contenido de proteina bruta, se observaron diferencias importantes en
los concentrados preparados por tratamiento térmico a mayor temperatura: el porcentaje
obtenido para CST80, fue 1,2 veces menor que el de CST80. Finalmente, CST504 y CST80;;
mostraron valores significativamente mas altos en el contenido de hidratos de carbono totales y
los porcentajes de fibra dietaria total fueron sélo levemente superiores al de los concentrados

obtenidos a partir del ST sin ajuste previo de pH (Tablas 8 y 12).
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Tabla 12: Composicion quimica (% F/p, expresada en base seca) de los concentrados de suero de
tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu neutralizado a presion reducida a 50 °C
(CST504) y 80 °C (CST804). El porcentaje de humedad (°/p) de CST50; y CST80; fue 9,40 +0,1 'y
9,80 £ 0,2, respectivamente.

Composicion quimica CST505 CST805

Proteina cruda (Nx6.25) 36,1+0,22% 39,7+04°
Lisina total (LT) 2,7+0,2% 2,8+0,3%
Lisina no reactiva (LNR) 13,1+0,3% 16,3+0,5"
Carbohidratos totales. 48,6 £0,2% 49,9+05"
Fibra dietaria total. 27,4+05% 31,5+0,3°
Cenizas 54+03% 7,0+02°"
Calcio total 27+03% 39+02°"

Los parametros de composicion se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) +
desvio estandar. LNR se expresd como % P/p en LT. Los valores promedio en una misma fila seguidos de letras
diferentes son significativamente diferentes (p<0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher.

La diferencia en la composicion quimica entre los concentrados de suero de tofu
preparados a partir de ST y STN, especialmente evidente para los preparados a 80 °C (CST80 y
CST804) puede atribuirse a distintos factores: i) Las intensidad de la repulsion electrostatica
entre las moléculas de biopolimeros es mas intensa en el STN, debido a una mayor magnitud
de la carga neta negativa, lo cual afecta la interaccion durante la etapa de concentracion, ii) la
presencia de Na*, aln en cantidades bajas, afecta los equilibrios de disociacion acido-base de
los restos aminoacidicos de glutamato y aspartato y de asociacion de estos restos con el Ca?*.
Durante la etapa de concentracién a pH mas elevado y en presencia de Na*, el grado de
asociacion del Ca?* con los biopolimeros seria menor, y por ende habria una mayor pérdida del
ion divalente durante la dilisis, obteniendo concentrados con menor contenido de calcio total.
Al mismo tiempo, los péptidos de bajo peso molecular tendrian una menor capacidad de
interaccion con los polisacaridos mediante glicosilacion, favoreciendo su pérdida durante la
dialisis, acorde a la disminucion en el contenido de proteina bruta mencionado anteriormente.
En este contexto, los contenidos de LT y LNR de CST504 y CST804 fueron inferiores respecto
a los concentrados obtenidos a partir del ST sin ajuste previo de pH. Por ejemplo, para los
concentrados obtenidos a mayor temperatura, los contenidos de LT y LNR de CST80,; fueron
24% y 55% menor, respectivamente, a los de CST80 (Tablas 8 y 12).

118



Capitulo 1. Resultados y Discusion

1.2.3.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con
tricina (TSDS-PAGE)

Los perfiles electroforéticos de los concentrados, evaluados por TSDS-PAGE en
condiciones reductoras y no reductoras se muestra en la Figura 40. En condiciones no
reductoras (Figura 40b) ambos concentrados presentaron una composicién polipeptidica
similar, con la presencia de las subunidades a y o” de la B-conglicinina (60-90 kDa), la
subunidad de la lectina (~ 35 kDa) y polipéptidos de bajo peso molecular (BPM, ~ 14 kDa).
Aungue la banda correspondiente al KTl no se observd en estas condiciones, los perfiles
electroforéticos evidenciaron la presencia de un polipéptido en el rango 21-29 kDa. No
obstante, en CST80, se evidenci6 claramente la presencia de agregados de alto PM en la parte
superior del gel y una atenuacion de la intensidad de las bandas de la subunidad o y de la
lectina respecto a las del perfil electroforético de CST504. Los agregados de CST80, estan
estabilizados principalmente por enlaces disulfuro, dado que desaparecieron en presencia de f3-
ME (Figura 40a). Ademas, en condiciones reductoras, se observaron las bandas
correspondientes a la subunidad de la lectina y de BPM; al mismo tiempo, se evidencio la
desaparicion del polipéptido en el rango 21-29 kDa y la presencia de la banda correspondiente
a KTI (~ 20 kDa). Debido a la complejidad inherente a la composicion del ST, el polipéptido
observado en el rango 21-29 kDa seria atribuido a agregados de BPM o alternativamente,
agregados de KTI con péptidos de bajo peso molecular por medio de enlaces disulfuro. El
andalisis comparativo entre los perfiles electroforéticos de los concentrados obtenidos a partir
del ST y STN (Figuras 31 y 40) indica que, en términos generales, los concentrados
evidenciaron una composicion polipeptidica similar (subunidades de lectina, subunidades o y
o de B-conglicinina, KTl y BPM), con una mayor tendencia a la formacion de agregados de
alto peso molecular y estabilizados por puentes disulfuro en los obtenidos a mayor temperatura
(80 °C).
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Figura 40: Perfiles TSDS-PAGE de los concentrados proteicos de suero de tofu obtenidos por
tratamiento térmico del suero de tofu neutralizado a presion reducida a 50°C (CST504) y 80°C
(CST804): a) condiciones reductoras (en presencia de 3-ME). b) condiciones no reductoras (en ausencia
de B-ME). Marcadores de peso molecular (PM): a-lactoalbimina, 14,4 kDa; inhibidor de tripsina, 20,1
kDa; anhidrasa carbonica, 30,0 kDa; ovoalbumina, 43,0 kDa; albimina sérica bovina, 67,0 kDa vy
fosforillos b, 94,0 kDa. La letra P indica la presencia de agregados proteicos en la parte superior del gel
apilador.

1.2.3.3. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

En esta seccion, las diferencias estructurales entre los concentrados CST50, y CST80,j
se evaluaron por FTIR (Figura 41). Al igual que en la seccion 1.2.2.3, los espectros se
analizaron en la region denominada fingerprint (1800-800 cm?), en la cual todos los
concentrados exhibieron las bandas tipicas de amidas de proteinas: amida I (1647 cm™), amida

Il (1545 cm™), amida 11" (1390-1431 cm-!) y amida 111 (1271-1311 cm™) y las transiciones a
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1044, 1073 y 1143 cm™ correspondientes a los polisacaridos (Cerna et al., 2003, Nakamura et
al., 2006; Singh, 2000).

La banda a 1545cm-! (amida I1) y el pico a 1614 cm-! corresponderia a la flexion del
enlace NH del grupo amido de los residuos aminoacidicos de glutamina (Kong & Yu, 2007),
registraron una atenuacion en CST80,; (Figura 41a) indicando la reduccién en la movilidad de
la cadenas laterales de aminoacidos al incrementar la temperatura de obtencion.

Los espectros FTIR no exhiben diferencias respecto a las muestras sin ajuste de pH (figura
41), registrando ligeras variaciones en los nimeros de onda de adsorcion. En la Figura 41b se
observa que en la zona 1680-1520 cm™, las bandas correspondientes a las amidas | y Il presentan
diferencias entre las muestras, lo cual se relaciona con la libertad en el movimiento de los enlaces
presentes en un grupo funcional y a las interacciones con otros grupos funcionales de la misma
molécula o una vecina (Goormaghtigh et al., 2006). EIl concentrado obtenido a 50°C con pH
ajustado presenta una estructura secundaria formada por a-hélice (1656 cm™', amida I; 1545 cm™!,
amida II), p-sheet (1620-1641 cm™!, amida I; 1563 cm™!, amida II) y, en menor proporcién por, B-
turn (1670 cm™ !> amida 1) (Oberg et al., 2003). Estos resultados indican que las muestras obtenidas
a 50°C con y sin ajuste de pH no presentan diferencias en sus estructuras secundarias (Figuras 32a
y 41a). En la muestra CST80,j, sSe observan cambios en los picos 1645 cm™'y 1641 cm™! (Figura
41Db), estas modificaciones indican que las estructuras secundarias de las proteinas presentan un
desorden (From y Bowler, 1998; Kong y Yu, 2007). El concentrado obtenido a 80°C sin pH
ajustado, presentd las mismas modificaciones en sus estructuras secundarias (Figuras 41b), lo que
estaria indicando que el ajuste previo del pH no induce variaciones en las estructuras secundarias
de las proteinas. Sin embargo, el incremento de la temperatura de concentracion a 80°C disminuyo
la intensidad de las bandas de adsorcion (Figuras 41) y provoco la ausencia de la banda 1670 cm™
(Figuras 32b y 41b). Como se habia mencionado en la seccion 1.2.2.3, la disminucién de la
intensidad de las bandas de adsorcion es un resultado indicativo de que las estructuras secundarias
de las proteinas del suero de tofu se verian afectadas por el incremento de la intensidad de las
interacciones entre proteina-proteina y proteina-carbohidratos y los procesos de glicosilacion

incipiente (Ingrassia et al., 2017).
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Figura 41: a) Espectros FTIR (800-1800 cm™) y b) espectros FTIR (Zonas de amida I-11,1520-1680
cm™ luego de una deconvolucion espectral) de los concentrados de suero de tofu obtenidos a por
tratamiento térmico del suero de tofu neutralizado a presion reducida a 50° C (CST504) y 80° C

(CST80,). Los espectros obtenidos son el resultado de 45 barridos con una resolucion de 4 cm™.

1.2.3.4. Analisis termogravimétrico (TGA)

En la Figura 42 se observan los perfiles diferenciales de degradacion térmica de los
concentrados CST50, y CST804. Ademas, los parametros de degradacion obtenidos a partir de

los perfiles se muestran en la Tabla 13. Al igual que en la seccion 1.2.2.4, los perfiles se
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dividieron en tres zonas (I, I1 y I11) en el rango 150-450°C. Como se menciono anteriormente,
los picos observados a temperaturas inferiores a 150 °C fueron consistentes con la pérdida de
humedad de las muestras (Park y Bell, 2004). En la zona | (150-260°C) correspondiente a la
descomposicién de las proteinas (Kadam et al., 2013), se observo un pico en el rango 200-225
°C, aunque sin diferencias significativas entre las Tp (p > 0,05). No obstante, Am % presento el
orden creciente CST80, < CST504 (p < 0,05), acorde a un leve incremento de la estabilidad

térmica de las proteinas de CST80,;.

. Zonal ©  Zonall 1 Zonallll

1303,89°C ‘
j 334,65 °C |
207,01°C s

648,86 °C

CST50,

303,06°C 337,05°C
207,90°C
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CST80,
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Figura 42: Perfiles diferenciales de degradacién térmica de concentrados de suero de tofu, obtenidos
por tratamiento térmico del suero de tofu neutralizado a presion reducida a 50 °C (CST504) y 80 °C
(CST804). Rango de temperatura: 20-700 °C (atmosfera de nitrogeno); 700-900 °C (atmosfera de

aire). Velocidad de calentamiento 10 °C-min*

En la zona de degradacion de los polisacaridos (zona 1), para ambos concentrados se
observaron dos picos superpuestos, a 303-305°C y a 334-337°C; para el primero no se
observaron diferencias significativas en la Tp (p>0,05) en tanto que para el segundo pico, la Tp
fue ligeramente superior para CST504, con un Am% menor (p<0,05) respecto a CST80,. En la
zona Il entre 648 a 649°C se observd un pico adicional, que corresponde a los productos de
la degradacion térmica de los biopolimeros (proteinas y polisacaridos) en ambos concentrados.
La pérdida de masa parcial para CST5045 y CST804 fue de 83,9 y 63,8% respectivamente,

lograndose con la incorporacion de aire a 700°C la oxidacion completa. La diferencia del
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porcentaje de pérdida de masa (~ 20%) entre los dos concentrados en atmosfera de nitrogeno y
al final del ensayo es indicativo de un incremento de la estabilidad de CST80,; a la
termodegradacion, la cual estaria ligada a un aumento en la concentracion de calcio y a un

mayor grado de agregacion proteica (Tabla 9, Figuras 40 y 41)

Tabla 13: Pardmetros de termodegradacion obtenidos por analisis termo-gravimétrico (TGA) de
concentrados de suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu neutralizado a
presion reducida a 50 °C (CST504), 65 y 80 °C (CST804). En cada zona de termodegradacion de la
curva derivada del TGA (Figura 18), se obtuvieron las temperaturas de pico (Tp °C) y la pérdida parcial

de masa (Am, %).

Zona Parametros Muestras
CST504 CST80sj
Tp1 207,01#0,3% 207,90 £ 0,4
(1553520'0 o Am1 2787+05%  2597+062
Tp2 303,89+ 0,4% 303,06 +0,6°
(Zéo_rg(')lc) Tp2 339,8+02° 331,003
Tp2™” Sin pico Sin pico
Am?2 50,5+ 0,6 " 41,39+04"
Zona Il Tp3 648,8+0,2 648,4+0,3
(430-700°C) Am3 4,0+0,2° 1,6+0,12

Los valores promedio en una misma fila seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p <0,05)
segun lo determinado por la prueba de Fisher.

Por otro lado, si se comparan las estabilidades téermicas de CST50, y CST80, con las
de los concentrados obtenidos a partir del ST sin ajuste previo de pH (CST50 y CST80), los
primeros evidenciaron una menor estabilidad térmica y un aumento en la pérdida de masa
durante el tratamiento térmico. En la zona I, la cual se relaciona con la degradacion térmica de
las proteinas, para los CST50,; y CST80, la Tp fue 20°C menor en relacion con las observadas
en CST50 y CST80, con una mayor pérdida asociada de masa. Con respecto a la degradacion
de los polisacaridos en la zona 11, las temperaturas de los picos fueron similares, pero con una
pérdida mayor de masa en los concentrados CST505 y CST80, (Tablas 9 y 13). Estos

resultados reflejan el rol estabilizante del calcio frente a la descomposicién térmica de los
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biopolimeros, dado que el contenido del mineral fue significativamente superior en los

concentrados obtenidos a partir del ST sin ajuste previo de pH (Tablas 8 y 12).

1.2.3.5. Dependencia de la turbidez y el potencial- con el pH

En esta seccion se evaluo el impacto del pH sorbe la turbidez de dispersiones acuosas
de CST50, y CST80, en presencia de urea 6,0 M y urea 6,0 M con adicién de DTT (30mM).
En presencia de agua (Figura 43a), al inicio del ensayo, ambas dispersiones presentaron una
apariencia turbia, lo cual indica la presencia de particulas insolubles agregadas. Al descender el
pH se registr6 un aumento gradual en la absorbancia obteniéndose los valores maximos entre
4,5y 4,6 para CST50, y CST80,;, respectivamente. Como se menciond anteriormente, un
aumento de la turbidez indica un debilitamiento de la repulsion electrostatica que promueve la
asociacion entre biopolimeros. En el rango de pH 4,2—4,6, CST80, registro un leve incremento
en la turbidez lo cual estaria indicando un mayor grado de agregacion.

Ademas, se determind el potencial-C de las dispersiones en el rango de pH 2,0-7,0
(Figura 44). En el rango de pH 5,0-7,0 se observaron valores negativos de potencial-{ y entre
3,0-2,0 la carga fue positiva y exhibieron una carga neta cercana a cero a pH 4,0. Los
resultados estarian asociados al mayor estado de agregacion observado en el rango de pH
4,0-4,5 en los ensayos de turbidez (Figura 43a). La diferencia de potencial-C entre los
concentrados se atribuiria a la cantidad de grupos ionizables y los valores de pKa asociados a
estos grupos en la moléculas de proteinas y polisacaridos, ademas de la presencia de calcio
(Carneiro-Da-Cunha et al., 2011; Malhotra y Coupland, 2004).
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Figura 43: Efecto del pH sobre la turbidez de dispersiones acuosas (0,1 % "/p) de concentrados de suero
de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu neutralizado a presion reducida a 50 °C
(CST504) y 80 °C (CST804): a) en agua destilada ;b) en solucion de urea 6,0 M; c) en solucion de urea
6,0 M + ditiotreitol (DTT, 30 mM).

La turbidez de las dispersiones de los concentrados con el pH en presencia de urea 6M,

disminuyo en todo el rango de pH en relacion con la turbidez observada en agua destilada
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(Figuras 43a y 43Db). No obstante, los valores de turbidez de CST80,; fueron superiores a los de
CST504, con un corrimiento del méximo de turbidez hacia valores méas bajos de pH. Como se
menciono anteriormente, se ha demostrado que la urea como agente caotrépico desestabiliza el
nacleo hidrofobico de las proteinas y disocia agregados proteicos, interfiriendo principalmente
en las interacciones puente de hidrégeno e hidrofobicas entre las cadenas polipeptidicas (Zangi
et al., 2009). Por lo tanto, la reduccion en la turbidez en presencia de urea 6,0 M es consistente
con la disociacion de los agregados (Figura 43b). El tratamiento térmico a 80 °C promoveria
un mayor grado de agregacion para CST80,; por la intensificacion del efecto hidrofébico.
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Figura 44: Dependencia del pH sobre el potencial-C de los concentrados de suero de tofu con ajuste

previo de pH a la etapa de concentracion bajo presion reducida a 50°C (CST504), y 80 ° C (CST80g;).

Para CST80, la presencia de agregados estabilizados por puentes disulfuro se
observaron por TSDS-PAGE (Figura 40), estos contribuirian a aumentar la resistencia contra el
efecto disociador de la urea. En presencia de DTT, se observd una mayor reduccion en los
valores de turbidez para CST804 lo cual se atribuye a la disociacion de los enlaces disulfuro
que estabilizan los agregados proteicos de CST80 (Figuras 43b y 43c). Las tendencias
descriptas en esta seccion también fueron observadas para las muestras CST50 y CST80
(seccién 1.2.2.5), no obstante, los concentrados con pH ajustado tienen un menor estado de
agregacion, dado que durante el ajuste del pH incrementa el contenido de sodio proveniente del

NaOH 1,0, el cual promoveria una mayor pérdida de calcio durante la dialisis, reduciendo su
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contenido en los concentrados con pH ajustado (Tabla 12). Por ende, el efecto hidrofébico es

menos intenso, durante los tratamientos hidrotermicos.

1.2.3.6. Dependencia de la solubilidad de proteinas e hidratos de carbono con el pH

La solubilidad proteica (Sp) y de hidratos de carbono (Swc) de los concentrados de
suero de tofu obtenidos a partir de STN se muestra en la Figura 45. Como se menciond
anteriormente, las interacciones proteina-proteina, proteina-polisacarido y de ambos
biopolimeros con el calcio estd menos favorecida en el STN. En este contexto, la Sp de ambos
concentrados fue superior al 70% "/p en el rango de pH 2,0-7,0, mostrando los valores
minimos a pH 4,0 (Figuras 43a y 43b). La Sp de los concentrados obtenidos a partir del ST sin
ajuste previo de pH (CST 50 y CST80, Figuras 36a y c) fue inferior a las de CST50y y
CST80,j, destacando el rol del calcio en la reduccion de la Sp (Figuras 36a y c). Ademas, la
solubilidad Swc de ambos concentrados fue superior al 60% /e en todo el rango de pH con un
minimo a pH 3,0. Como se explico previamente, esto puede atribuirse a que los polisacaridos
solubles del cotileddn y cascara de soja presentes en el ST, exhiben una carga neta cero en el
rango de pH 2,5-3,0 (Nakamura et al., 2003; Porfiri y Wagner, 2018). CST80, exhibio una Sp
menor a CST50,, observandose la tendencia opuesta en la Swc (Figuras 45a y 45b). El
tratamiento térmico del STN a mayor temperatura reduce la Sp debido a un aumento en la
intensidad de efecto hidrofdbico, a las interacciones por enlaces disulfuro y a la glicosilacion
incipiente. Los agregados proteicos de alto peso molecular mediados por interacciones
covalentes en CST80,; se observaron claramente por TSDS-PAGE (Figura 40) y también se
evidencio una disminucion en el grado de flexibilidad estructural por FTIR debido a la
agregacion proteica (Figura 41). Al mismo tiempo, dado que los polisacaridos son moléculas
mas hidrofilicas, el aumento de la Shc en CST80 se atribuiria a una exclusion de los
polisacaridos durante el proceso de agregacion proteica que tiene lugar durante la etapa de
concentracion. De hecho, la relacién masica de polisacarido-proteina en la fraccion solubles

fue muy superior en CST80, en todo el rango de pH (Figura 45c).
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Figura 45: Efecto del pH sobre la solubilidad proteica (Sp) y de hidratos de carbono (Scn) de los
concentrados de suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu neutralizado a
presion reducida: a) 50 °C (CST50aj) y b) 80 °C (CST80);c) Efecto del pH sobre la relacion masica
carbohidratos/proteina en la fraccion soluble de los concentrados CST50, y CST80,. La concentracion
de muestra en las dispersiones acuosas fue de 0,1% P/,. Los valores se expresaron como el promedio de

tres determinaciones independientes (n=3) * desvio estandar.
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1.2.3.7. Evaluacion del comportamiento superficial en interfase agua/aire

En esta seccion se evalu6 el comportamiento superficial en la interfase aire/agua de los
concentrados obtenidos a partir del STN. Respecto a la presion superficial en equilibrio (ms) la
neutralizacion de ST previo al tratamiento térmico parece no afectar la actividad tensoactiva
dado que los CSTg exhibieron buena actividad superficial incrementando la ms, con valores
entre 27,40 a 30,54 mN/m (Tabla 14). Los valores maximos de presion superficial se
obtuvieron a los pH 4,0 y 5,0 para ambos concentrados, estos resultados se atribuyen a la
autoasociacion méxima entre biopolimeros por la disminucion de su carga (Figura 43). El
efecto hidrofébico se ve favorecido a pH cercano al punto isoeléctrico de las proteinas
aumentando la adsorcién en la interfase aire/agua, por lo tanto, aumentando la actividad

superficial de los concentrados.

Tabla 14: Efecto del pH sobre la presion interfacial de equilibrio (rs) de los concentrados de suero de
tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu neutralizado a presién reducida a 50 °C
(CST504) y 80 °C (CST80y).

©s (MN/m)

pH CST504 CST80,j

2,0 28,36 + 0,05 A 30,27 + 0,08 ©B
3,0 28,35 + 0,09 DA 30,00 + 0,05 8
4,0 28,70 + 0,20 *A 30,54 + 0,05 48
5,0 27,40 + 0,20 A 30,50 + 0,08 48
6,0 28,01 +0,10 ©A 29,22 +0,02 *B
7,0 27,98 +0,08 ©A 29,00 + 0,15 *B

Los valores de presién superficial se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n = 3)
+ desviacion estandar. Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras minusculas diferentes son
significativamente diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en
una misma fila seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segin lo
determinado por la prueba de Fisher.
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Para CST50,; la presion interfacial de equilibrio fue menor respecto a CST804 Yy a las
muestras sin ajuste de pH (Tabla 10), asociado a que CST50,; tiene menor agregacion, lo cual
reduce su capacidad para descender a tension superficial. Sin embargo, los valores de 7s entre
los concentrados obtenidos a 80°C (CST80; y CST80), no presentaron diferencias
significativas (Tablas 10 y 14). La evolucion de la viscosidad compleja (n*) con el tiempo para

CST504 y CST80q se muestra en la Figura 46. Para ambos concentrados, al cabo de 10 min, n*

logré estabilizarse en todo el rango de pH evaluado.
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Figura 46: Perfiles interfaciales de viscosidad compleja (n*) en funcion del tiempo, en la interfase
aire/agua para los concentrados de suero de tofu a diferentes pH: a) CST50aj y b) CST80aj. Los
ensayos se realizaron a una concentracion equivalente de proteina (1,0 % /;). Los valores se expresaron

como el promedio de tres mediciones independientes (n=3) + desvio estandar.
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Para CST804 de pH 2,0 a 4,0, al cabo de 30 minutos, la viscosidad compleja fue
ligeramente mayor respecto a CST504 (Figuras 46a y 46b). La relacion de proteinas
solubles/insolubles y la Snc son fundamentales para comprender los procesos de adsorcion
interfacial de los biopolimeros, por su alta dependencia al pH. Dado que en CST80,; tiene un
alto contenido de particulas agregadas por el tratamiento térmico, disminuyendo su Sp (Figura
45b), se incrementd su capacidad de formar peliculas viscoelasticas conformada por los
agregados adsorbidos; la misma tendencia se presentdé en CST80 (Figura 38c). CST504 ¥
CST50 exhibieron un comportamiento similar formando peliculas interfaciales con una n*
menor, por estar conformadas por proteinas con un menor estado de agregacion (Figuras 34 y
43).

1.2.3.8. Evaluacion de las propiedades espumantes

Un punto crucial en la formacion de espumas es la rapida reduccion de la tension
superficial del area creada por medio del tensoactivo. Las medidas de los parametros
espumantes para las muestras en estudio se presentan en la Figura 47. Ambos concentrados
presentaron la capacidad de actuar como agente espumante por el método de burbujeo en todos
los pH evaluados entre 2,0 y 7,0. Los valores de overrun entre ambos concentrados no exhiben
diferencias significativas, exceptuando a pH 6,0 que fue mayor para CST50, (Figura 47a). A
pH 4,0 se obtuvo el mayor overrun para ambos concentrados, obteniéndose valores de
1605+7,0 y 1557+3,0 para CST50, y CST804, respectivamente (Figura 47). Estos resultados,
se relaciona con la mayor actividad superficial de los biopolimeros a pH 4,0 (Tabla 14).Los
valores de overrun ligeramente mayores de CST50,j, se pueden asociar que de acuerdo con los
ensayos de FTIR (Figura 41) y turbidez en agua (Figura 43a), el concentrado obtenidos a 50°C
estan constituidos por proteinas con menor estado de agregacion y una mayor flexibilidad
molecular, siendo estos pardmetros vitales para la formacion de espuma (Damodaran,
2006).Esta misma tendencia se observa en la muestra CST50 (Figura 39a) la cual exhibié un

mayor overrun en todo el rango del pH , respecto a CST80.

132



Capitulo 1. Resultados y Discusion

2000
a —=—CST50,
. —m— CST80_
1500 |- / \ ai
g [ ./. [ ]
c ./.
S 1000 |- \
Q [ |
>
o \
500 | —
1 1 1 M 1 1 1
2 3 4 5 6 7
20
b
| |
15 | ﬁ/
/ ﬁ
o | ® \i
10 |
- .si\i
%/ﬁ
Sr .
2 3 4 5 6 7

pH

Figura 47: Efecto del pH sobre a) el Overrun (%) y b) el tiempo medio de colapso (ti2) de las espumas
preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina /p) de concentrados de suero de tofu obtenidos por
tratamiento térmico del suero de tofu neutralizado a presion reducida a 50°C (CST504) y 80 °C
(CST804). Los parametros se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes

(n=3) + desvio estandar.

La estabilidad de las espumas formadas fue mayor en todo el rango de pH evaluado (2,
0 a 7,0) para la muestra CST80,, con un valor maximo de ti2 a pH 4,0 (Figura 47b). Como se
ha mencionado reiteradamente, durante la etapa de concentracion a 80°C en los concentrados
con y sin ajuste de pH, se promueve la formacion de agregados de caracter proteicos, que,
durante la etapa de burbujeo en la formacién de espumas, ingresan y se adsorben en la interfase
aire/agua incrementando la viscoelasticidad de las peliculas interfacial, disminuyendo el
proceso de desproporciéon y drenaje del liquido (Figura 47b). La Suc fue mayor para los
concentrados obtenidos a 80°C, respecto a los concentrados obtenidos a 50°C (Figuras 36 y
45), estos hidratos de carbono solubles, contribuyen en la estabilidad de las espumas,
disminuyendo el drenaje de las espumas y el adelgazamiento de las peliculas interfaciales.

Para los concentrados con ajuste de pH previo, se evidencidé una menor capacidad de

formacién de espuma y una disminucion en la estabilidad frente al colapso, en comparacion a
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las muestras CST50 y CST80. Teniendo en cuenta los resultados de turbidez en agua (Figuras
34a,43a) y solubilidad (Figuras 36 y 45), los concentrados sin ajuste de pH son muestras con
un mayor contenido de particulas agregadas formadas durante la etapa de concentracion, por lo
tanto, la presencia de estas cumple un papel clave en la estabilizacion de espumas otorgandole
mayor estabilidad (Murray et al., 2011). Ademas, esto se puede corroborar por lo ensayos de
viscosidad compleja (Figura 46), donde los médulos de n* para los concentrados neutralizados
presentan una viscoeslasticidad insuficiente para estabilizar las espumas frente al colapso por
un tiempo prolongado.

1.2.4. Conclusiones parciales

v' Los concentrados proteicos del suero de tofu exhibieron una composicién quimica
extraordinariamente compleja. Esta composicion fue afectada tanto por el incremento de
la temperatura en la etapa de concentracion del suero de tofu como por la variacion de pH
del mismo previo a la concentracion. El incremento de temperatura, independientemente
del pH inicial del suero, promovio el enriquecimiento de los concentrados en proteina
bruta, cenizas y calcio y la glicosilacion incipiente de proteinas y de péptidos. El
contenido de fibra dietaria total exhibié una variacion menor en funcion de las variables
de procesamiento mencionadas y se evidencid solo un leve enriquecimiento con el

aumento de la temperatura de obtencion.

v Los concentrados evidenciaron, en términos generales, una composicion polipeptidica
similar. Independientemente del pH inicial del suero de tofu, el tratamiento térmico a
80°C promovio un mayor grado de agregacion proteica por puentes disulfuro y por un
incremento de la intensidad del efecto hidrofobico. A la misma temperatura de obtencion,
el grado de agregacion proteica fue sustancialmente mayor en los concentrados obtenidos
a partir del suero de tofu sin ajuste previo de pH, destacando el rol clave de la presencia
de calcio en este proceso. Al mismo tiempo, los polisacaridos incrementaron

sustancialmente su solubilidad por incremento de la temperatura de obtencion.

v" Todos los concentrados evidenciaron un maximo grado de agregacion en el rango de pH
4,0-4,5, acorde a valores de potencial-C cercanos a cero en dicho rango. La actividad
superficial, evaluada por ensayos de tensiometria de anillo en interfase planar en la

interfase agua/aire, fue mayor a valores de pH cercanos a 4,0. Este resultado muestra que
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la disminucion de la intensidad de la repulsion electrostdtica es fundamental para

promover la adsorcion de los biopolimeros en la interfase.

v’ Para las muestras obtenidas a 80°C hubo un incremento en la estabilidad de las espumas,
relacionandose con la presencia de particulas de proteinas agregadas que ingresan en la
interfase aire/agua e incrementan la viscoelasticidad de las peliculas interfaciales.
Ademas, el mayor contenido de hidratos de carbono solubles en la fase acuosa,
disminuyen el drenaje y colapso de las espumas. La neutralizacién de los concentrados de
suero de tofu, afectd la estabilidad de las espumas, asociado a un menor contenido de
calcio por la adicion de sodio en la neutralizacion, reduciendo la formacion de particulas
agregadas que aportan rigidez y elasticidad a las peliculas interfaciales, que otorgan

mayor estabilidad frente al drenaje y colapso de las espumas.
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2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. Caracterizacion fisicoquimica de dispersiones de concentrado de suero de tofu

2.1.1.1. Distribucion de tamafio de particula por dispersion estatica de luz (SLS, Static Light

Scattering)

Por medio de esta técnica, también llamada de difraccion laser, la distribucion de tamafio
(DTP) se obtiene a partir de la dependencia angular de la intensidad de luz dispersada por las
particulas en una dispersion acuosa empleando la teoria de Mie (Castellani et al., 2008). Para
evitar los efectos de la dispersién maltiple de la luz las muestras son diluidas y continuamente
agitadas para garantizar la homogeneidad de las muestras en el momento de la medicion. En
primer lugar, se prepararon dispersiones acuosas de los concentrados de suero de tofu (0,1% P/p)
en agua destilada por agitacion magnética suave durante 2 h. El pH de las dispersiones (500 mL)
se ajusté a pH 3,0, 4,0 0 5,0 con HCI 1,0 M bajo agitacion magnética constante. Las medidas se
realizaron empleando un analizador Malvern Mastersizer modelo 2000—E (Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, Reino Unido) asociado a una unidad de dispersion por via himeda (Hydro
2000 MU). La velocidad del émbolo agitador en la unidad dispersora fue de 1000 rpm y los
parametros opticos seleccionados para la conversion del patron angular de dispersion de luz en
la correspondiente DTP fueron: indice de refraccion del dispersante: 1,33, indice de refraccién
de la fase dispersa: 1,52 y coeficiente de absorcion: 0,1. A partir de las DTP se obtuvieron los

diametros promedios de Sauter (D3,2) y de De Brouckere (D4 3):

D5z = éni' z (49
Z L'
D4-,3 Z d3 (46)

En ambas expresiones, n;es el nimero de particulas de diametro di
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2.1.1.2. Determinacion de la tension interfacial

La tension interfacial en la interfase aceite/agua se midi6 a 25 °C usando un tensiometro
automatizado Lauda TD3 LMT 850 (Lauda Konigshofen, Alemania). Las mediciones se
realizaron empleando un anillo de Du Nouy, el cual fue convenientemente preparado para la
eliminacion de impurezas (seccion 1.11.17.1) Se prepararon dispersiones acuosas en buffer
fosfato de sodio 10 mM pH 7,0 (0,25 % de proteina % P/p) y el pH se ajustd a 3,0, 4,0 6 5,0 con
HCI 1,0 M. Para realizar las determinaciones, se colocaron 20 mL de dispersion acuosa en un
cristalizador, se sumergié el anillo de Du Noly y luego se agreg6 cuidadosamente 20 mL de
aceite refinado de girasol (Molino Cafiuelas, Cafiuelas, Argentina). La medicion automatizada
de la tensidn interfacial y la optimizacién en el tiempo para la Ilegada al valor de equilibrio (yi,

p) Se detallaron en la seccion 1.11.17.1. La presion interfacial (i) se calculé como:

T =Yia — Yip (47)

vi, A €S la tension interfacial del agua destilada, ajustada al mismo pH que el de la dispersion

acuosa.

2.1.1.3. Evaluacion de la reologia interfacial

Las propiedades reoldgicas en la interfase aceite/agua se evaluaron en dispersiones
acuosas (1,0% de proteina "/p) en el rango de pH 3,0 a 5,0. Se empled un reémetro oscilatorio
AR-G2 (TA Instruments, Waters LLC; Newcastle, DE, EE. UU.), al cual se asocié un anillo de
Du Nouy (Figura 48). Para realizar los ensayos, las dispersiones acuosas (20 mL) se colocaron
en un cristalizador de vidrio de 6,7 cm de diametro, se sumergié el anillo y posteriormente se
colocd 20 mL de aceite refinado de girasol (Molino Cafiuelas, Cafiuelas, Argentina). Finalmente,
el anillo se posiciond en la interfase agua/aceite, fijando un gap de 9000 um en todas las
mediciones para asegurar la reproducibilidad. Las medidas se realizaron con una frecuencia
constante de 0,3 Hz y una deformacidn ajustada al 3,0% dentro del rango de viscoelasticidad

lineal.
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s e

> Anillo Du Noiiy
] — .

» Aceite
< =

> Dispersion acuosa
— e

Figura 48: Representacion esquematica de la geometria de anillo Du Noily en la interfase aceite/agua

para la determinacion de la tension interfacial de equilibrio y de la reologia interfacial.

El seguimiento de las propiedades reoldgicas de las peliculas interfaciales se realizo
mediante la variacion de la viscosidad compleja interfacial en funcién del tiempo, la cual se

calculé empleando la ecuacién 43 (seccion 1.11.17.2) (Baldursdottir et al., 2010).

2.1.2. Preparacion de emulsiones o/w

Las emulsiones se prepararon empleando un proceso de homogeneizacion de dos etapas

consecutivas:

I) Homogeneizacion primaria: Se prepararon pre-emulsiones o emulsiones groseras
por homogenizacion de 15 g de dispersiones acuosas (1,0% proteina P en buffer fosfato de sodio
10 mM, ajustadas a pH entre 3,0 a 5,0 con HCI 1,0 M) con 5 g de aceite refinado de girasol
(Molino Cafiuelas, Cafuelas, Argentina) en un recipiente de policloruro de vinilo (PVC) de 30
mm de didmetro interno. Se emple6 un homogeneizador de alta velocidad rotor/estator
Ultraturrax T-25 usando la punta de dispersion S25N-8G (IKA Labortechnik, Staufen,

Alemania). La homogeneizacién se llevd a cabo durante un tiempo de 1 minuto a 20.000 rpm.
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Il) Homogeneizacion secundaria: Las emulsiones finales se obtuvieron por sonicacion
de las pre-emulsiones empleando un homogeneizador ultrasonico de alta intensidad Sonic
Vibracell 750VCX (Sonic & Materials Inc.; Newtown, E.E.U.U.). La sonicacion se llevé a cabo
con un tiempo efectivo de 3 min (con secuencias on/off de 20 s), operando a 20 kHz y 40% de
amplitud. Durante la homogeneizacién ultrasonica, el recipiente se introdujo en un bafio de agua-
hielo para permitir la disipacion eficiente del calor generado durante la misma. Las emulsiones
finales fueron inmediatamente caracterizadas y/o sometidas a los distintos tratamientos

tecnoldgicos (secciones 2.1.3y 2.1.4).

2.1.3. Tratamientos de estrés tecnolégico sobre las emulsiones o/w

2.1.3.1. Congelacion /descongelacion

Las emulsiones recién preparadas (10 mL) se transfirieron a recipientes verticales de PVC
con tapa plastica y 30 mm de didmetro interno y se almacenaron durante 24 h en un freezer
convencional a —18 + 2 °C. Finalmente, las emulsiones se descongelaron en un bafio de agua a

30 £ 2°C durante 1 h y fueron inmediatamente caracterizadas (seccion 2.1.4).

2.1.3.2. Agitacion mecéanica controlada

Para llevar a cabo el tratamiento de agitacion mecéanica controlada, las emulsiones (20
mL) se transfirieron a recipientes verticales de PVC y 30 mm de diametro interno. Luego, las
emulsiones se colocaron en una cabina de agitacion orbital (Ferca TT400; Ferca Equipamientos,
Buenos Aires, Argentina). El tratamiento se realiz6 sometiendo las emulsiones a un esfuerzo de
corte mecanico a 275 rpm durante 40 min, tomando alicuotas de 1 mL cada 10 min con el
objetivo de monitorear la desestabilizacion de las emulsiones por medio de las técnicas de

caracterizacion descriptas en la seccion 2.1.4.

2.1.4. Ensayos de caracterizacion de emulsiones
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2.1.4.1. Distribucion de tamafio de particula

La DTP de las emulsiones se determind por dispersion estética de luz empleando un
analizador de tamafio de particula Malvern Mastersizer 2000-E (Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, Reino Unido) asociado a una unidad de dispersion por via hmeda (Hydro 2000
MU). Las medidas se realizaron usando agua como dispersante y la velocidad del émbolo
agitador en la unidad dispersora fue de 2000 rpm. Para llevar a cabo las mediciones, las
emulsiones iniciales o sometidas a distintos tratamientos (secciones 2.1.3.1 y 2.1.3.2) se
diluyeron en el dispersante hasta alcanzar un nivel de turbidez adecuado. Los parametros opticos
empleados para la conversion del patron angular de dispersion de luz en la DTP fueron: indice
de refraccion del dispersante: 1,33, indice de refraccion de la fase dispersa (aceite de girasol):
1,47 y coeficiente de absorcion: 0,001 Para evaluar el grado de floculacion de las emulsiones,
no se utilizo el método tradicional de dilucion previa con solucion de SDS (Palazolo et al., 2011);
en su lugar, antes de realizar las medidas, las emulsiones diluidas en el dispersante se sometieron
a una sonicacion de baja energia (40 W, 1 min) empleando la punta ultrasonica asociada a la
unidad de dispersion. Este procedimiento es mas adecuado para romper los fléculos presentes en
emulsiones preparadas con muestras ricas en polisacaridos (Higashitani et al., 1993; Porfiri,
Cabezas y Wagner, 2016). A partir de las DTP de las emulsiones sin y con tratamiento previo
de sonicacion, se obtuvieron los diametros promedios de Sauter (D32) y de De Brouckere (Da 3).

Finalmente, el grado de floculacién (GF) se obtuvo a partir de la expresion:

D -D
GF = < 4,3 ns 4,35>_100 (48)

Ds3nsy Dags son los valores de D4z obtenidos a partir de las DTP de las emulsiones sin

y con tratamiento de sonicacidn, respectivamente (Porfiri et al., 2016)
2.1.4.2. Comportamiento de flujo

El comportamiento de flujo de las emulsiones iniciales se realiz6 empleando un reémetro
AR-G2 (TA Instruments, Waters LLC; Newcastle, DE, EE. UU.) asociado a una geometria cono-

plato (didmetro 40 mm y angulo 2°; gap = 1000 um). Los ensayos se realizaron a una velocidad

de deformacion entre 0,01 a 200 s? y a una temperatura de 25 + 1°C, controlada mediante un
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bafio termostatizado (Julabo ACW100, Julabo Labortechnik; Seelbach, Alemania) adaptado al
redmetro. Antes del inicio de los ensayos, todas las emulsiones se dejaron en reposo durante 2
min para equilibrar la temperatura. Las determinaciones se realizaron por triplicado y las curvas

de flujo se ajustaron al modelo reolégico de la Ley de Potencia:

T=K-y" (49)

v es velocidad de deformacion (s?) y los parametros K (Pa-s) y n (sin unidades) son los indices
de consistencia y de comportamiento de flujo, respectivamente (Muller, 1973).

2.1.4.4. Evaluacion de la microestructura

Para evaluar la microestructura de las emulsiones, se tomaron alicuotas de 10 pL de
emulsion y posteriormente se diluyeron en proporcion 1:10 (V/v) con agua destilada ajustada a
pH 3,0, 4,0 0 5,0. Las emulsiones diluidas se colocaron en un portaobjetos (75 mm x 25 mm) y
se cubrieron cuidadosamente con un cubreobjeto (22 mm x 22 mm). Las observaciones se
realizaron empleando un lector multimodal de imagen Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc.;
Winooski, VT, EE. UU.), con un aumento de 100x y 200x. Las imagenes se procesaron con

software Gen 5 (R) asociado al equipo.

2.1.4.5. Determinacion del porcentaje de proteina adsorbida y la concentracion interfacial

de proteina

Este ensayo se realizo en las emulsiones iniciales. Las emulsiones (15,0 mL) se colocaron
en tubos conicos graduados para centrifuga tipo Falcon de 15 mL de capacidad y se centrifugaron
a 3000xg durante 20 minutos a 4 °C empleando una centrifuga Sigma modelo 3-18KS (Sigma
Laborzentrifugen GmbH; Osterode am Harz, Alemamia) para acelerar la separacion
gravitacional sin romper el film interfacial que rodea las gotas. Seguidamente las emulsiones se
congelaron durante 4 horas a—18 £ 2 °C. Los tubos congelados se cortaron garantizando que no
exista contacto entre la fase crema y la fase acuosa. Ambas fases se descongelaron en vasos de
precipitado durante 1 h a 20 °C. En la fase acuosa, la cual contiene las proteinas no adsorbidas,
se tomaron alicuotas y se diluyeron con agua destilada (1:70 V/v). Al mismo tiempo, se realizaron

diluciones (1:100 V/v) con agua destilada de las dispersiones acuosas, antes de la preparacion de
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las emulsiones. La concentracion de proteina se determiné por el método de Markwell (Markwell
et al., 1978), siguiendo la metodologia descripta en seccion 1.1.16. El porcentaje de proteina
adsorbida (Pa %) se calculd por la siguiente expresion:

L [®= P 4Py
P, % = [Tl 100 = (P_s) 100 (50)

Po y Ps son las concentraciones de proteina en la dispersion y la fase acuosa, respectivamente
(Puppo et al., 2008). Por otro lado, la concentracion interfacial de proteina (“protein load”, T,

en mg/m?) se calculd por medio de la siguiente expresion (Li et al., 2011):

F—AP 51
~ SSA G

SSA es el area superficial especifica (m?/ml emulsion), obtenida por la expresion de Walstra
(1983):

¢ es la fraccion volumétrica de fase dispersa 'y D 32 ses el didmetro promedio de Sauter obtenido
a partir de las DTP de las emulsiones con tratamiento de sonicacion (seccioén 2.1.4.1). ¢ se calculd
a partir de la fraccion masica de fase dispersa (¢m = 0,25) por medio de la siguiente expresion
(McClements, 2016).

_ bm " P1
p1'¢m+(1_¢m)'p2

¢ (53)

p1y p2 son las densidades de las fases continua y dispersa, respectivamente, determinadas por

picnometria.
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2.1.5. Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado (n = 3) y los resultados se
informaron como el promedio * desvio estandar. Los datos se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) vy las diferencias entre las medias se evaluaron usando la prueba de Fisher
(LSD) a un nivel de significancia del 5% (p <0.05). El analisis estadistico se realiz6 con el
software Statgraphics Centurion XV (Statpoint Technologies Inc.; Warrenton, VA, EE. UU.).
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2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se evaluaran las propiedades emulsificantes de los concentrados del
suero de tofu y la estabilidad de las emulsiones frente a tratamientos tecnolégicos como la
agitacion mecanica y la congelacion-descongelacion. Como primer paso se va a realizar lo que
se muestra en la seccion 2.2.1 en el cual se realiza una caracterizacion de las dispersiones
acuosas de los concentrados de suero de tofu y luego se evaluara (como trabajo principal) las
propiedades emulsificantes de los concentrados del suero de tofu. En trabajos anteriores, se
evaluaron las propiedades emulsificantes del suero de tofu deshidratado y de sus proteinas
aisladas con tratamientos clasicos de purificacion de proteinas, como la precipitacion con
solventes organicos (Sobral et al., 2018). No obstante, estos estudios fueron llevados a cabo
con dispersiones acuosas a pH 7,0 y la mayor parte de las matrices alimentarias en los
alimentos emulsionados son &cidas debido a la formulacion con acidulantes, por lo que es de
mayor interés evaluar las propiedades emulsificantes de los concentrados del suero de tofu en

medio acido. En este trabajo, las propiedades emulsificantes se evaluaron a pH 3,0, 4,0 y 5,0.

2.2.1 Distribuciéon de tamafio de particula y comportamiento interfacial en la interfase

agua/aceite de concentrados obtenidos a partir de suero de tofu sin ajuste de pH

2.2.1.1. Efecto del pH sobre la distribucion de tamafio de particula de las dispersiones

acuosas

En la Figura 49 se observan las distribuciones de tamafo de particula (DTP) de las
dispersiones acuosas de los concentrados medidas por dispersion estatica de luz (SLS, seccion
2.1.1) y expresada como porcentaje en volumen y en superficie. A todos los valores de pH, las
DTP exhibieron una poblacion minoritaria de particulas con diametros menores a 2 um y otra
mayoritaria en un rango amplio de diametros (2—1000 um), acorde con un alto grado de
polidispersidad. El caracter bimodal se evidencié claramente en las dispersiones acuosas de
CST65 y CST80, en tanto que para CST50 se observo una poblacion principal con dos picos
solapados, especialmente a pH 3,0 y 4,0 (Figura 49 a-c). A partir de las DTP en volumen, a
cada valor de pH se puede observar que el tratamiento térmico a mayor temperatura promovio
la formacion de particulas de mayor tamafio, evidenciado no sélo por un desplazamiento de la

moda de la poblacion principal hacia mayores tamafios de particula sino también con los
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valores de los didmetros promedio de Sauter (D32), de De Brouckere (Da43) y el percentil Dvog
siguiendo el orden creciente CST50< CST65<CST80 (p < 0,05, Tabla 15).

Cuando las DTP se expresaron en superficie, se observd una poblacion principal de
particulas de didmetros inferiores a 2 um, los cuales aparecieron solapados para todos los
concentrados a cada valor de pH. Ademas, el 90% del area total, evaluada mediante el
correspondiente percentil Dsoo, Se distribuyd en particulas menores a 40 um (Figura 49 d-f;
Tabla 16).
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Figura 49: Distribucion de tamafio de particula de dispersiones acuosas de concentrados proteicos de
suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a 50 °C (CST50),
65 °C (CST65) y 80 °C (CST80). En volumen: a) pH 3,0, b) pH 4,0 y ¢) pH 5,0. En superficie: d) pH
3,0,e)pH 4,0y f)pH5,0.d

146

1000



Capitulo 2. Resultados y discusion

Tabla 15: Didmetros promedio de Sauter (Ds2), de De Brouckere (Ds3) y percentiles del 90% de la
distribucion tamafio de particula en volumen (Do) Y en superficie (Dso,0) de las dispersiones acuosas de
concentrados de suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presion reducida a
50 °C (CST50), 65 °C(CST65) y 80 °C (CST80).

Muestra pH D32 (um) Da3s (um) Dvoo (um) Dso,0 (um)
CST50 3,0 7,9 40,2° 55,9 +0,5°  140,4+1,0° 19,5+0,2°
4,0 5,1 +0,12 41,3+0,3  112,240,7¢  11,3+0,1?
5,0 5,5 £0,2° 499+04° 131,4+0,9° 12,140,3°
CST65 3,0 12,3 +0,6° 69,3+0,2°  161,3+1,1° 34,4 40,4°
4,0 7,1 40,2 66,8+0,6a  159,3+0,8°  16,1+0,2?
5,0 7,8 £0,2° 69,4 40,3  168,2+0,9°  18,5+0,5°
CST80 3,0 12,840,5°  954+04° 2188+1,3°  36,240,7°
4,0 7,2 +0,4% 86,3+0,22  207,3+1,1* 14,2 40,3
5,0 9,1 40,1 99,4 +05°  2334+#12° 20,8402

Los valores de los diametros promedios y los percentiles se expresaron como el promedio de tres determinaciones
independientes (n = 3) + desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras
minusculas diferentes son significativamente diferentes en un mismo CST (p <0,05), segln lo determinado por la
prueba de Fisher.

Como se menciono en el capitulo anterior, todos los concentrados mostraron curvas de
turbidez en agua destilada con valores méximos a pH 4,0, en tanto que el potencial-C fue
cercano a 0 mV a este pH (Figuras 34a y 35). Ademas, de acuerdo con la variacion de la
solubilidad de proteinas (Sp) y de hidratos de carbono (Swc) con el pH (Figura 36), el volumen
absoluto (y, por ende, el area absoluta) de las particulas insolubles en las dispersiones acuosas
es diferente a cada pH. En este contexto, para cada concentrado, la Sp es minima a pH 4,0
(Figura 36) y debido a la auto-asociacién se genera una nueva poblacién de particulas
insolubles de tamafio relativamente pequefio, que se tradujo en una disminucion significativa
de todos los parametros (Ds2, Da;s, Dwog Y Dsos) respecto a los valores observados a pH 3,0 y
5,0 (p<0,05, Tabla 16). Esta auto-asociacion, promovida por una inhibicién de la repulsién
electrostatica a pH 4,0 (Figura 35), fue especialmente evidente para CST50; en esta dispersion,
la DTP en volumen mostré un mayor volumen relativo de particulas entre 2 y 10 um vy al

mismo tiempo, una mayor contribuciéon de las mismas al area total en la DTP en superficie
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(Figuras 49 b y e). Para CST65 y CST80, con un mayor grado de agregacion y una Sp
significativamente inferior a la de CST50 (Figura 36), el efecto de la aparicion de una nueva
poblacién insoluble de particulas a pH 4,0 fue dificil de distinguir en las DTP, pero se tradujo
en una disminucion significativa de todos los pardmetros mencionados (Tabla 15). Es
importante destacar que un efecto similar sobre la DTP asociado a la aparicion de una nueva
poblacién de particulas insolubles por efecto de la adicion de sales de calcio, fue observado
previamente por Marquez et al. (2018) en emulsiones tipo crema preparadas con harina
desgrasada de soja. A pH 3,0, donde el potencial-C de los concentrados tomé valores positivos
(entre +12,0 y +17,0 mV, Figura 35), la contribucion de las particulas insolubles formadas a
pH 4,0 al volumen total (y area total) en la DPT es menor. En estas condiciones, en la DTP en
superficie se observé una mayor proporcion relativa del area total distribuida en particulas de
mayor tamafio acorde a los valores significativamente mas elevados del percentil D9 (Figura
49d y Tabla 15).

2.2.1.2. Comportamiento interfacial de los concentrados de suero de tofu en interfase

agua/aceite

La Tabla 16 muestra la variacion de la presion interfacial en equilibrio (mi) con el pH
para las dispersiones acuosas de CST50, CST65 y CST80. Todos los concentrados exhibieron
una buena actividad interfacial en el rango de pH evaluado (3,0 a 5,0) con valores de mi
comprendidos entre 8,7 + 0,1 y 10,0 = 0,1 mN/m. Para cada concentrado, pH 4,0 y 5,0 se
observaron valores similares de = (p>0.05), en tanto que a pH 3,0 se evidencidé una leve
disminucion de este parametro (p<0,05). Ademas, en términos generales, se observaron solo
leves diferencias en los valores de m; para los distintos concentrados al mismo pH. Los ensayos
de tensiometria se llevaron a cabo a concentracion equivalente de proteina, condicion en la que
los tres concentrados mostraron una Sp marcadamente diferente en el rango de pH 3,0-5,0
(Figura 36). Por consiguiente, los valores de mi no mostraron correlacion con los de Spy
estarian también influenciados por la adsorcion de particulas insolubles. Como se observo en la
DTP en superficie, para todos los concentrados la mayor parte del area total esta distribuida en
particulas menores a 2 um, independientemente del pH. No obstante, a pH 3,0, como se

evidencid a través de los valores de Dsyg, la contribucion de particulas de mayor tamafio (en
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especial entre 2 y 10 um) al area total fue mayor (Figuras 49 d-f, Tabla 15). Este resultado,
sumado a la contribucién de la repulsion electrostética (Figura 35), podria explicar la leve

disminucién en la actividad interfacial de los tres concentrados a pH 3,0.

Tabla 16: Efecto del pH sobre presion interfacial de equilibrio (i) de los concentrados de suero de tofu
obtenidos por tratamiento del suero de tofu a presion reducida a 50° (CST50), 65°C (CST65) y 80°C
(CST80).

Presion interfacial (i, mN/m)
pH CST50 CST65 CST80
30 89+023" 87+01%  89+0,1°%A
40 9,6+0,2bA 10,0+0,1°8  9,7+0,1°A
50 9,6+03PB 98+0,2°8  94+0,25A

Los valores de presion interfacial se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n = 3)
+ desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras minuGsculas diferentes son
significativamente diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en
una misma fila seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes en un mismo CST (p
<0,05) segln lo determinado por la prueba de Fisher.

Ademas, la adsorcion interfacial de los concentrados en la interfase aceite/agua se
monitore6 mediante la evolucion de la viscosidad compleja interfacial (n*) en funcién del
tiempo. Los perfiles de adsorcion se presentan en la Figura 51 evidenciandose una rapida
difusion de todas las especies en la interfase aceite/agua al inicio del ensayo para todos los pH
evaluados. Por consiguiente, se formaria una monocapa debido a la difusién y reordenamiento
interfacial de las especies presentes en los concentrados (Baldursdottir y Jorgensen 2011).

Al final del ensayo, n* llegd a valores méaximos y cada concentrado mostré un
comportamiento diferente en funcion del pH. Para CST50, los valores de n* fueron similares a
todos los pH (Figura 51a); en cambio, para los obtenidos por tratamiento térmico a mayor
temperatura, se observaron los mayores valores de n* a pH 3,0 (Figuras 51 b,c).

Como se menciono anteriormente, a pH 3,0 la =; de todos los concentrados fue similar
(p>0,05, Tabla 16). Dado que los valores de n* son especialmente sensibles a las interacciones
intermoleculares que se establecen entre los biopolimeros a nivel interfacial (Baldusdottir et
al., 2010), la mayor viscoelasticidad a pH 3,0 seria consistente con una mayor contribucién de

las particulas de mayor tamafio a la estructura del film interfacial. En este contexto, CST65 y
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CST80 mostraron valores de Do casi dos veces superiores al de CST50 (Tabla 15). Ademas,
la naturaleza de los agregados también podria ejercer un rol importante en el comportamiento
reoldgico de la interfase. CST65 y CST80 tienen una Sp méas baja y al mismo tiempo una Swc
mas elevada que la de CST50, resultado acorde con la presencia de una fraccion de particulas
insolubles mas ricas en proteinas y con menor asociacion a polisacaridos (Figuras 36 y 37). Las
interacciones mas intensas entre moléculas de proteina de las particulas adsorbidas

favorecerian el incremento de n*.

150



Capitulo 2. Resultados y discusion

= CST50 a
= C5TG5
4+ CSTBO
o s b ettt A B e
T | gttt et .
-]
o . [ LT Ll'-"n" '-_J}"- .fﬂ
S| s e
1E-5 | 5, e e S T
”;W?‘*‘” o@%«» % %e.oﬁ“‘ﬁ Y 0 g ot :po % 6,5%?3
ot AR
1 1 1 1
0 10 20 30
b
— & &
- WMR
=
"
= ﬂ.& -q. “' LT
o L
- .:__;u""q. T
Jﬁ‘!}* & e pp ot o
L
1 1 1 1
1] 10 20 30
c
w
=
T | e
P
3 wﬁ‘ﬂh‘
TE-B L .
1 1 1 1

Tiempo{min)

Figura 50: Perfiles interfaciales de viscosidad compleja (n*) en funcidn del tiempo, en la interfase
aceite/agua para los concentrados de suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a
presién reducida a 50 °C (CST50), 65 °C (CST65) y 80 °C (CST80): a) pH 3,0, b) pH 4,0 y ¢) pH 5,0.
Los ensayos fueron realizados a una concentracion de proteina equivalente en las dispersiones (1,0 %
PIr). Los valores fueron expresados como el promedio de tres mediciones independientes (n=3) + desvio

estandar.
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2.2.2. Caracterizacion de emulsiones iniciales

2.2.2.1. Distribucion de tamafio de particula y microestructura

En esta seccion se evaluarén la distribucion de tamafio de particula y la microestructura
de las emulsiones iniciales, sin aplicacién de tratamientos tecnoldgicos. La Figura 51 muestra
la distribucion de tamafio de particula en volumen para las emulsiones iniciales sin y con
sonicacion, elaboradas con dispersiones acuosas de CST50 ajustadas a pH 3,0, 4,0 y 5,0.
Independientemente del tratamiento de sonicacién, a pH 3,0 y 4,0 las emulsiones mostraron
una DTP monomodal; en cambio, a pH 5,0 se observo una DTP de caracter bimodal, con una
poblacion principal de particulas de didmetros mayores a 2,0 um. Con el incremento del pH
(3,0 a 5,0), se observo un desplazamiento de la moda de la poblacion principal hacia mayores
didmetros de particula. Este resultado fue consistente con un aumento significativo de los
didmetros promedio de Sauter (Ds2) y de Brouckere (Das3) con el aumento de pH (p<0,05,
Tabla 16). Ademas, al realizar el tratamiento de sonicacion previo a la medicion, las DTP
evidenciaron un desplazamiento de las modas hacia menores tamafios de particula. Este
resultado se atribuyé a la ruptura de floculos debido a la sonicacién de baja energia (Porfiri
et al., 2016). De hecho, la presencia de floculos se observo por microscopia Gptica, donde
también se evidencié en forma cualitativa la presencia de gotas de mayor tamafio en la
emulsion CST50 a pH 5,0, en concordancia con los valores méas elevados de D32 y Da3 (Tabla
16).
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Figura 51: Distribuciones de tamafio de particula medidas con y sin sonicacion y microestructura de
emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina "/p) de CST50: a) pH 3,0, b) pH
4,0 c) pH 5,0. Para el analisis de la microestructura (aumento: 200x), las emulsiones se diluyeron 1:20

V/y con agua destilada ajustada al mismo pH de las emulsiones. Barra: 100 um.
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El grado de floculacion (GF), calculado a partir de los valores de Das3s sin y con
sonicacion, mostro el valor mas bajo a pH 3,0 (Tabla 16, p < 0,05). Para el calculo del GF se
midi6 la DTP con un tratamiento previo de sonicacion, en lugar de emplear el procedimiento
clasico por dilucion con el agente surfactante SDS. En emulsiones preparadas con proteinas
como Unicos agentes emulsificantes, el SDS, a relaciones adecuadas surfactante-proteina,
desplaza completamente a las proteinas de la interfase permitiendo la disociacion total de los
floculos, aun aquellos formados por un mecanismo irreversible de puenteo (bridging

flocculation) (Palazolo et al., 2011; Puppo et al., 2008).

Tabla 17: Diametros promedios de Sauter (Ds;2) y De Brouckere (Da.3) obtenidos a partir de las
distribuciones de tamafio de particula de emulsiones O/W medidas sin sonicacién previa y preparadas
con dispersiones acuosas de CST50, CST65 y CST80 (1,0 % F/r de proteina, pH 3,0, 4,0 y 5,0). El

grado de floculacion (GF) se obtuvo a partir de los valores de D4 3sin y con sonicacién (ecuacion 52 ).

CST50
pH 3,0 4,0 5,0 pH 3,0 4,0 5,0
3,0+£0,1 76+0,3 11,8 +0,1 2,0 £0,3 56+0,7 6,7+0,4
D43 (um) b,A B cC D3, (um) aA aB aB
17,1+£1,2 56,1+54 65014
GF (%) b,A c,B c,C
CST65
pH 3,0 4,0 5,0 pH 3,0 4,0 5,0
26%05 52%0,2 7,7+0,1 19+0,1 40+0,2 5,7+0,2
D43 (um) aA b,B aC D3 (um) aA aB aC
18,4+2,2 26,150 36,021
GF (%) b, A a B a,C
CST80
pH 3,0 4,0 5,0 poH 3,0 4,0 5,0
24+0,1 46+0,1 9,0+0,2 1,7+£0,1 51+0,1 6,5+0,1
Da3 (um) aA aB b, C D32 (um) a A aB aC
75+1,0 43,4+0,6 62,5+2,1
GF (%) a A b,B b, C

Los valores se expresaron como el promedio a de tres mediciones independientes (n = 3) + desvio estandar. Los
valores promedio en una misma columna (emulsiones preparadas con distintos concentrados al mismo pH)
seguidos de letras minusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05), segln lo determinado por la
prueba de Fisher. Los valores promedio en una misma fila (emulsiones preparadas con el mismo concentrado a
distintos pH) seguidos de letras mayulsculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segun lo
determinado por la prueba de Fisher

No obstante, en emulsiones preparadas con muestras de composicion mas compleja y/o

en presencia de polisacaridos, el tratamiento con SDS tiene menor efectividad e incluso, puede
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promover la coalescencia de las gotas que conforman los fléculos, impidiendo la evaluacion
del grado de floculacion. En este trabajo, en ensayos preliminares, los valores de Da3 de las
emulsiones obtenidos en presencia de SDS fueron mayores a los obtenidos sin el surfactante
(resultados no mostrados). Por ende, se selecciond el tratamiento de sonicacién previo, que
permite una mejor evaluacion del GF en emulsiones preparadas con muestras ricas en
polisacaridos (Porfiri et al., 2016). En este contexto, se debe considerar que los valores
obtenidos de GF son aparentes y deberian tomarse con cierta precaucién: i) como se puede
observar en los ensayos de microscopia éptica (Figura 51), los floculos tienen forma irregular y
el analizador por SLS mide el didmetro de la esfera de un volumen equivalente al de las
particulas (Rawle, 2005); ii) en las condiciones de alta dilucion y agitacion en la unidad de
dispersion, so6lo los floculos estables formados por un mecanismo de puenteo son
efectivamente medidos (Thanasukarn et al., 2004) y iii) el valor de GF depende del tiempo y la
intensidad del tratamiento de sonicacion. A pesar de estas limitaciones, la estrategia para
evaluar el GF por tratamiento previo con SDS o sonicacion, ha sido empleada en varios
trabajos previos (Puppo et al., 2008; Palazolo et al., 2011; Porfiri et al., 2016; Porfiri et al.,
2017; Colletti et al., 2019).
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Figura 52: Distribuciones de tamafio de particula medidas con y sin sonicacion y microestructura de
emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina "/p) de CST65: a) pH 3,0, b) pH
4,0 c) pH 5,0. Para el analisis de la microestructura (aumento: 200x), las emulsiones se diluyeron 1:20

V/y con agua destilada ajustada al mismo pH de las emulsiones. Barra: 100 um.
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Figura 53: Distribuciones de tamafio de particula medidas con y sin sonicacion y microestructura de
emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina "/p) de CST80: a) pH 3,0, b) pH
4,0 c) pH 5,0. Para el analisis de la microestructura (aumento: 200x), las emulsiones se diluyeron 1:20

V/y con agua destilada ajustada al mismo pH de las emulsiones. Barra: 100 um.
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Las DTP de las emulsiones CST65 y CST80 mostraron a todos los valores de pH, un
cardcter monomodal (Figuras 52 y 53). Al igual que en las preparadas con CST50, el
incremento de pH promovi6 el desplazamiento de las modas de las DTP hacia menores
didmetros de particula, acorde a una disminucién de los valores de D43y D32. Ademas, en las
emulsiones CST65 y CST80 se observé la presencia de floculos, con un GF minimo a pH 3,0
(Tabla 16).

Un andlisis comparativo entre la DTP de las emulsiones de los distintos concentrados al
mismo pH reveld que las preparadas con CST80 y CST65 mostraron, en general, valores de
D43 y D3y inferiores a los de las CST50; estos resultados reflejan un mejor comportamiento
como emulsificante de los concentrados obtenidos por tratamiento térmico a mayor
temperatura. De acuerdo con Jafari et al. (2008), el tamafio de las gotas evaluado a través de la
DTP y los parametros asociados (D32, Da43) es un balance entre los procesos de ruptura y re-
coalescencia durante la homogeneizacion. Ademas, en emulsiones preparadas con
biopolimeros, se puede promover la floculacion por puenteo cuando no hay cantidad suficiente
de emulsificante para cubrir el area interfacial creada o cuando la adsorcion del emulsificante
es lenta en relacion con la velocidad de creacion del area interfacial (McClements, 2016). El
mejor comportamiento como emulsificante de los concentrados a pH 3,0 no esté asociado a una
mayor actividad interfacial, dado que la = fue significativamente menor a las observadas a pH
4,0y 50 (p < 0,05 Tabla 16). Ademas, las condiciones de adsorcion interfacial durante la
homogeneizacion son diferentes a la de los ensayos de evaluacion del comportamiento
interfacial; durante la homogeneizacion, la adsorcion interfacial es forzada por el flujo
turbulento y la cavitacion. En estas condiciones, la presencia de agregados de mayor tamafio en
los concentrados a pH 3,0 favoreceria su rapida adsorcion interfacial y minimizaria la re-
coalescencia y la floculacion por puenteo, dando emulsiones de menor tamafio de particula y

GF respecto a la preparadas a pH 4,0 y 5,0.

2.2.2.2. Porcentaje de proteina adsorbida y concentracion de proteina interfacial

El porcentaje de proteina adsorbida (% Pa) y la concentracion de proteina interfacial (T,
“protein load”) de las emulsiones preparadas con los concentrados proteicos de suero de tofu
se muestran en la Tabla 18. Para un mismo concentrado se observa que los mayores %Pa se
evidenciaron a pH 3,0. Ademas, al comparar este pardmetro entre distintos concentrados al
mismo pH, se observd el orden creciente CST50<CST65<CST80 (p<0,05). ElI %Pa es un
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pardmetro no s6lo influenciado por la adsorcion de proteinas solubles sino también por la
adsorcion de particulas insolubles. En el rango de pH 3,0-5,0, la Sp de los concentrados exhibid
claramente el orden creciente CST80<CST65<CST50 (Figura 36), pero él %Pa mostrd los
mayores valores para CST80 en el rango de pH mencionado. Por consiguiente, en la adsorcion
interfacial participarian agregados insolubles, que serian eficientemente adsorbidos en las
condiciones de homogeneizacion. A pH 3,0, la contribucién de las particulas de mayor tamafio
en las dispersiones acuosas, evaluada a través del Dsoo (Tabla 15) promoveria un incremento
del %Pa luego de la homogeneizacion. Esta contribucion es especialmente evidente en las
emulsiones CST65 y CST80, cuyas dispersiones acuosas mostraron también los valores mas
elevados de n* en los ensayos de reologia interfacial.

Por otro lado, para las emulsiones preparadas con todos los concentrados, los valores de
I fueron significativamente superiores a pH 3,0 (p<0,05, Tabla 18). Estos resultados estarian
directamente relacionados a los menores valores promedios de D3> al pH mencionado dado

que existe una relacion entre él " y el aumento del &rea interfacial (Puppo et al., 2005).

Tabla 18: Porcentaje de proteina adsorbida (% PA) y concentracion de proteina interfacial (I') de las
emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina P/, pH 3,0, 4,0 y 5,0) de
concentrados de suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presién reducida a
50 °C (CST50), 65 °C (CST65) y 80 °C (CST80).

Proteina Concentracion de proteina
Muestra pH
adsorbida (%Pa) interfacial (", mg/m?)

3,0 39,50+0,10°¢ 3,06+0,19°
S 4,0 37,40+0,21° 1,50+0,10°

5,0 35,80+0,242 1,23+0,10°

3,0 47,00£0,51° 3,96+0,21°
CSTES 4,0 43,20+0,31° 2,44+0,10°

5,0 40,700,352 1,43+0,08?

3,0 50,10+0,50¢ 4,10+0,20°
S 4,0 46,40+0,39" 2,59+0,15°

5,0 41,100,212 1,71+0,09

Los valores de %Pa y T" se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n = 3) + desvio
estandar. Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras minusculas diferentes son
significativamente diferentes en un mismo CST (p <0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher.
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2.2.2.3 Comportamiento de flujo de las emulsiones

La Figura 54 muestra la variacion de la viscosidad aparente con la velocidad de
deformacion para las emulsiones preparadas con los concentrados CST50, CST65 y CST80 a
los distintos pH. Los resultados obtenidos fueron consistentes con un comportamiento de
caracter pseudoplastico de las emulsiones De acuerdo con las micrografias (Figuras 51,52 y
53), todas las emulsiones mostraron la presencia de fléculos por lo que la caida pronunciada de
la viscosidad a bajas velocidades de corte se atribuiria a la ruptura o disociacion de los fléculos
en las condiciones del ensayo (Dickinson 1994; McClements 2016; Tadros 2004).

A las curvas de flujo obtenidas se les aplico el modelo reoldgico de la ley de potencia
(ecuacion 53), con coeficientes de correlacion (R?) muy cercanos a 1,0, donde K es el indice
de consistencia y n es el indice de comportamiento de flujo; este modelo fue adecuado para
este tipo de emulsiones. Cuando n=1 las emulsiones exhiben un comportamiento newtoniano y
si n es inferior a 1 muestran un comportamiento pseudoplastico (Tadros 2004). En la Tabla 19
se puede observar que los valores de K se incrementaron significativamente con el aumento de
pH (3,0 a 5,0) y al mismo tiempo se observo una disminucion de los valores de n (p < 0,05).
Ademas, al mismo pH, los valores de K de las emulsiones CST50 fueron superiores al de las

emulsiones preparadas con los deméas concentrados (p<0,05).
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Tabla 19: Constantes reoldgicas del modelo de ley de potencia (K: indice de consistencia y n: indice de
comportamiento de flujo) para las emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% "/» de
proteina, pH 3,0, 4,0 y 5,0) de concentrados de suero de tofu obtenidos por tratamiento térmico del
suero de tofu a presién reducida a 50°C (CST50), 65°C (CST65) y 80°C (CST80).

CST50
pH 3,0 4,0 5,0
K 0,1040,05*A 0,13+0,09°  0,29:+0,08°
n 0,90+0,013A 0,85+0,03" 0,71+0,09°A
CST65
pH 3,0 4,0 5,0
K 0,050,018 0,07+0,03*8 = 0,13+0,06"8
n 0,90+0,02*8  0,60+0,06°8 0,55+0,04¢B
CST80
pH 3,0 4,0 5,0
K 0,03+0,01>A 0,08+0,05"8 0,12+0,088
n 0,91+0,03*A 0,66+0,06"C 0,51+0,06%C

Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) * desvio estandar. Los
valores promedio en una misma columna seguidos de letras mindsculas diferentes son significativamente
diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en una misma fila
seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segun lo determinado por la
prueba de Fisher.
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Figura 54: Comportamiento de flujo de emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas de
concentrados de suero de tofu (1,0% "/p de proteina, pH 3,0, 4,0 y 5,0): a) CST50, b) CST65 y c)
CST80.
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El aumento del indice de consistencia y en especial, la disminucién de n (mayor
pseudoplasticidad) estaria asociada a un incremento en el GF de las emulsiones (Tabla 17), que
fue especialmente evidente al comparar el comportamiento de flujo de las emulsiones a pH 5,0
con respecto a las de pH 3,0 y 4,0 para todos los concentrados.

2.2.3. Evaluacion de la estabilidad de las emulsiones frente a los tratamientos tecnolégicos

2.2.3.1 Congelacion-descongelacion

En esta seccion se evaluara la estabilidad de las emulsiones frente a la congelacion-
descongelacion. Como se menciond en la introduccion de este trabajo, este tratamiento
tecnoldgico es altamente desestabilizante de la microestructura de las emulsiones. Debido a los
fendbmenos que ocurren en la fase continua y dispersa y que operan simultaneamente, las
emulsiones se desestabilizan rapidamente por floculacion, coalescencia parcial y total e
incluso, liberacion de aceite (oiling off ). El notable incremento del tamafio de particula debido
a la floculacion y coalescencia, favorece ademas la separacion gravitacional por cremado una
vez descongelada la emulsion (Ghosh y Coupland, 2008; McClements, 2004; Palazolo et al.,
2011; Marquez et al., 2015). Por consiguiente, el incremento de la estabilidad de las
emulsiones a la congelacion se puede lograr a través del disefio de una membrana interfacial
(“interfacial engineering”) que resista el estrés impuesto durante la congelacion, ademas del
agregado de azlcares y polioles, que acttan como crioprotectores (Thiebaud et al., 2002;
Thanasukarn et al., 2004; Ghosh et al., 2006; Fioramonti et al., 2015; Palazolo et al., 2016).
Las emulsiones preparadas con concentrados de suero de tofu fueron sometidas a un
tratamiento de congelacién y almacenamiento congelado a —18 °C durante 24 h, con una
descongelaciéon a 30 °C durante 1 h. El tratamiento se realiz6 en ausencia de crioprotectores
dado que los mismos, en especial cuando son agregados a alta concentracion, inhiben las
diferencias asociadas al tipo de emulsificante (Palazolo et al., 2016). En la Figura 55 se
presentan los didmetros promedio D43 de las emulsiones iniciales y sometidas a congelacion-
descongelacion; este parametro es méas sensible que el D3> para detectar cambios en el tamafio
de particula debido a procesos de agregacion (floculacion, coalescencia y coalescencia parcial).

Para las emulsiones elaboradas con todos los concentrados, se evidencidé un aumento de Dags
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luego del tratamiento de congelacién-descongelacion (Figuras 57 a, b). Cabe destacar que en
las emulsiones no se observo oiling off luego de la descongelacion y que el grado de
desestabilizacion, a temperaturas similares de almacenamiento congelado y en ausencia de
crioprotectores, fue notablemente inferior al observado en emulsiones preparadas con otras
muestras (aislados proteicos de soja y de lactosuero) (Cabezas et al., 2019; Palazolo et al.,
2011). Durante la congelacion, la formacion de hielo disminuye el volumen de la fase acuosa
no congelada, conduciendo a una crioconcentracion de los componentes de la fase acuosa de la
emulsion. Esto puede generar cambios importantes en el pH y la fuerza i6nica, con el
consiguiente apantallamiento de las interacciones electrostaticas repulsivas entre las gotas. Este
cambio abrupto en las condiciones del entorno puede ser suficientes para promover la
desorcion de los emulsificantes. Al mismo tiempo, las gotas son confinadas en un volumen
pequefio de la fase acuosa no congelada facilitando el contacto prolongado entre las mismas y
por ende, incrementando la probabilidad de agregacion por floculacion y coalescencia.
Finalmente, los triglicéridos de la fase dispersa pueden cristalizar y los cristales formados, en
conjunto con los de hielo, promueven la ruptura del film interfacial por dafio mecanico (Ghosh
y Coupland, 2008; McClements, 2004; Thanasukarn et al., 2004). El aceite de girasol en estado
libre comienza a cristalizar a —17 °C por un mecanismo de nucleacion heterogénea; no
obstante, cuando estd finamente dividido en gotas, la cristalizacién en algunas gotas puede
transcurrir por un mecanismo de nucleacién homogénea induciendo un subenfriamiento, por lo
que el aceite puede permanecer en estado liquido durante un periodo considerable. En base a
que la temperatura promedio de congelacion (-18 °C) es cercana a la de cristalizacion del
aceite libre y a que el tiempo de almacenamiento congelado es relativamente corto (24 h), es
altamente probable que la desestabilizacidon de las emulsiones esté méas asociada a la formacién
de hielo (Palazolo et al., 2011). En estas condiciones, las emulsiones CST50 mostraron a todos
los pH, un mayor incremento relativo de Da3 respecto a las preparadas con CST65 y CST80,
con valores inferiores a 20% (Figura 56). Este resultado podria estar asociado a una serie de
factores que operan simultdneamente: i) las emulsiones CST65 y CST80 exhibieron valores
mas elevados de %Pay I' (Tabla 18) y por ende, se formaria un film interfacial mas resistente
al estrés impuesto por la formacion de hielo; ii) los concentrados CST65 y CST80, a diferencia
de CST50, exhibieron una alta Suc en el rango de pH 3,0-5,0 (Figura 36). Los polisacaridos
concentrados en un pequefio volumen de la fase acuosa no congelada ejercerian un efecto
estabilizante sobre la microestructura de las emulsiones debido a que el impedimento estérico

minimiza el contacto entre las membranas interfaciales de las gotas durante el almacenamiento
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congelado; iii) en trabajos previos vinculados al efecto de la congelacion en emulsiones
preparadas con aislados proteicos de soja o caseinato de sodio a distintas concentraciones de
muestra, se ha descripto el efecto estabilizante de las proteinas no adsorbidas (Ghosh y
Coupland, 2008; Palazolo et al., 2011). Como se mencioné anteriormente, las emulsiones
CST65 y CST80 exhibieron un %Pa mayor al de CST50 por lo que el menor grado de
desestabilizacion de estas emulsiones no estaria asociado directamente con un contenido mas
elevado de proteinas no adsorbidas. No obstante, CST65 y CST80 tienen menor Sp y estan
constituidos por proteinas con mayor grado de agregacion; los agregados no adsorbidos pueden
contribuir a la estabilizacion.

Al mismo tiempo, al analizar la variacion del incremento de D43 en funcion del pH para
cada concentrado, se observo un menor grado de desestabilizacion a pH 3,0 (Figura 56). A este
pH las emulsiones mostraron menores valores de D43 y de GF (Tabla 17). Las gotas mas
pequefias pueden acomodarse con mayor efectividad en un volumen reducido de la fase acuosa
no congelada, con una menor tendencia a sufrir una ruptura mecéanica del film interfacial por la
presencia de cristales de hielo (Ghosh y Coupland, 2008, Gu et al., 2007, Palazolo et al.,
2011). Ademas, a pH 3,0, se observaron valores més elevados de %Pa y I" respecto a los de pH
4,0y 5,0 (Tabla 18); para CST65 y CST80, la contribucion de particulas de mayor tamario a la
interfase de las gotas, asociadas también a un incremento de n* en los ensayos de reologia
interfacial (Figura 50), favoreceria la formacion de una membrana resistente al estrés impuesto

por el tratamiento de congelacion-descongelacion.

165



Capitulo 2. Resultados y discusion

20 20
[IT10 CST50 a

V777 CST65
CST80

cB

D4,3 (um)

5_
bA aA

bA
0 % .
3 4
pH

ap

Figura 55: Diametros promedios D43 de las emulsiones CST50, CST65 y CST80: a) iniciales y b)
sometidas a congelacion-descongelacion. Los valores se expresaron como el promedio de tres
mediciones independientes (n = 3) + desvio estandar. En la parte superior de las barras, las letras
mayusculas diferentes indican que las emulsiones de una misma muestra elaboradas a diferentes pH son
significativamente diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Las letras
mindsculas indican que las emulsiones elaboradas al mismo pH, pero con concentrados diferentes son

significativamente diferentes (p <0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher.
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Figura 56: Incremento relativo (ecuacion 51) en los didmetros promedio D4 de las emulsiones CST50,
CST65y CST80, elaboradas en el rango de pH 3,0 a 5,0, sometidas a congelacion-descongelacion,

respecto a las emulsiones iniciales.

2.2.3.2. Agitacion mecéanica

En emulsiones O/W preparadas con proteinas o0 muestras proteicas como agentes
emulsificantes y en condiciones estacionarias de almacenamiento, la coalescencia es un
proceso de desestabilizacion lento con relacion al cremado y la floculacion. No obstante, las
emulsiones pueden sufrir agitacion mecanica durante el transporte e incluso durante el
almacenamiento, por lo que es de interés evaluar la estabilidad de emulsiones bajo condiciones
de trabajo mecénico. A diferencia de la floculacion, la coalescencia es un proceso de
desestabilizacion irreversible. Esto ha sido la base de la propuesta de distintos ensayos
acelerados de estabilidad de emulsiones, donde la coalescencia se promueve por la aplicacion
de procesos como la agitacion y la centrifugacion. El grado de desestabilizacion se evalla en
funcion del tiempo y/o la magnitud del esfuerzo aplicado (Britten y Giroux 1999; Mitidieri y
Wagner 2002; McClements 2016; Palazolo,2016). El tratamiento de agitacidbn mecanica
produce un incremento en la frecuencia de colision (Fc) de las gotas, es decir, un aumento en la
cantidad de eventos de colision por unidad de masa o volumen de emulsién y de tiempo. En

estas condiciones, la estabilidad de la emulsion esta gobernada por la eficiencia de colisién
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(Ec), pardmetro asociado a la probabilidad de que las membranas interfaciales que cubren las
gotas interaccionen entre si y sufran deformaciones o ruptura durante una colision. La Ec
depende de la intensidad y el tipo de interacciones coloidales, ademas de las caracteristicas y la
viscoelasticidad de la peliculas interfaciales (McClements, 2016). Un predominio de las
interacciones coloidales atractivas incrementa notablemente la Ec, y por ende, un evento de
colisién conduce a la agregacion de las gotas por floculacion, coalescencia o coalescencia
parcial (en emulsiones donde la fase lipidica esta parcialmente cristalizada). Finalmente, la Ec
tiende a incrementarse con al aumento del tamafio de las gotas, debido a que las mismas
exponen una mayor area para una colision. Por lo tanto, la estabilidad de las emulsiones
probablemente esté gobernada por el comportamiento de la poblacién de gotas mas grandes de
la emulsion.

En el presente trabajo, para estudiar la estabilidad de las emulsiones frente al trabajo
mecéanico, se realizd una agitacion orbital en condiciones controladas y se determin6 la DTP
cada 10 minutos, evaluando la variacion temporal de los valores de D43 por ser mas sensibles a
la presencia de particulas de mayor tamafio. Los resultados se muestran en la Figura 57. Las
emulsiones preparadas con CST65 y CST80 exhibieron a pH 3,0 una alta estabilidad, con
incrementos marginales de los diametros promedio D43 luego de 40 min de agitacion; en
cambio, se observé un constante incremento de este parametro en las emulsiones CST50
(Figura 57a). En todos los sistemas formulados a pH 4,0 y 5,0, los valores de Da3z se
incrementaron significativamente con el tiempo de tratamiento (Figura 57 b y c). Al final del
ensayo, luego de detener la agitacion, las emulsiones desestabilizadas exhibieron separacién
gravitacional por cremado, acorde al notable aumento del tamafio de las gotas. Como se
menciono anteriormente, las emulsiones exhibieron un comportamiento de flujo pseudoplastico
(Figura 54, Tabla 19). Aunque las condiciones de esfuerzo en el redbmetro y en el agitador
orbital no son comparables, es altamente probable que la agitacibn mecéanica reduzca
notablemente la viscosidad en todas las emulsiones, por lo que no habria diferencias

sustanciales en la Fc en cada condicion.
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Figura 57: Efecto de la agitacion orbital (275 r.p.m.,25°C) sobre los didmetros promedio D43 de
emulsiones elaboradas con concentrados de suero de tofu bajo presion reducida a 50°C (CST50),65 °C
(CST65) y 80°C (CST80) y ajustadas a pH entre 3,0 a 5,0. a) pH 3,0, b) pH 4,0y ¢) pH 5,0
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A pH 5,0 todos los concentrados mostraron un potencial-( levemente negativo y a pH
4,0 este parametro fue ~ 0 mV (Figura 35) por la cercania al punto isoeléctrico de las proteinas
del suero y reserva de soja (Sorgentini y Wagner 1999). En estas condiciones, la Ec seria
elevada debido a la baja contribucion de la repulsion electrostatica y el predominio de las
interacciones atractivas, como las hidrofébicas, lo cual lleva a la ruptura de las membranas
interfaciales por colision durante la agitacion. A pH 3,0, las emulsiones iniciales mostraron
valores menores de Dz y GF (Tabla 15). Ademas, las dispersiones de los concentrados
exhibieron un potencial-¢ positivo, siendo levemente mas alto en CST65 y CS80 (Figura 35,
Tabla 15). Aunque la reduccion del tamafio de las particulas disminuye la Ec, la alta estabilidad
de las emulsiones CST80 y CST65 en relacién con las preparadas con CST50 estaria asociada
fundamentalmente a distintos fendmenos interdependientes y que operan simultdneamente: i) la
formacion de membranas interfaciales de mayor viscoelasticidad, como fue propuesto en
trabajos previos (Britten y Giroux, 1999; Mitidieri y Wagner, 2002; Palazolo, 2006). De hecho,
las dispersiones acuosas de CST80 y CST65 mostraron los mayores valores de n* en los
ensayos de reologia interfacial (Figura 50); ii) la mayor %Pa y I' (Tabla 18), por adsorcion de
agregados de mayor tamafio presentes en las dispersiones de CST65 y CST80, que aumentan la
intensidad de la repulsion estérica. La presencia de polisacaridos solubles, asociados a una alta
Shc a pH 3,0 (Figura 36), podrian promover una estabilizacion estérica transitoria actuando en
los canales de liquido de fase continua que separan a las gotas en el momento de la colision.
Estos fenomenos contribuirian a la disminucion de la Ec, promoviendo la estabilizacion de las

emulsiones frente a la agitacion mecanica.
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2.2.3. Propiedades interfaciales y emulsilficantes de los concentrados

obtenidos a partir de suero de tofu neutralizado

2.2.3.1. Efecto del pH sobre el tamafio de particula de las dispersiones acuosas

En la Figura 58 se presentan las distribuciones de tamafio de particula (DTP) de las
dispersiones acuosas de los concentrados obtenidos a partir del STN (CST504 y CST804),
medidas por SLS (Seccion 2.1.1), las cuales se expresaron como porcentaje en volumen y en
superficie. Se puede observar que, en todos los pH, las distribuciones en volumen presentaron
una poblacién de particulas con didmetros inferiores a 2,0 um y otra poblacion mayoritaria, con
un rango amplio de didmetros entre 2 um y 500 um, acorde a un alto grado de polidispersidad
de las DTP. Para CST80, las DTP fueron bimodales; en cambio, para CST504; la DTP en
volumen exhibié una poblacion mayoritaria con dos picos solapados (Figura 60 a, c y e).
Ademas, a cada valor de pH se evidencid que en el concentrado obtenido con un tratamiento
térmico a mayor temperatura (CST804), se promovio la formacion de particulas de mayor
tamafo, acorde al desplazamiento de la moda en la poblacion mayoritaria hacia diametros
mayores de particula y el incremento en los valores de los diametros promedio D32, Da3 y el
percentil Dvoo (Tabla 20).

Esta misma tendencia ya se habia observado en las DTP con los concentrados obtenidos
a partir del ST sin ajuste de pH (Figura 49), donde también se observaron los mayores valores
de D32y Dszen CST80 (Tabla 15). No obstante, en los concentrados preparados a partir del
STN, hay una reduccion significativa en los valores de los diametros promedio a todos los pH
(Tablas 15 y 20), lo cual se asocia al menor estado de agregacion que presentan, debido a la
pérdida de calcio durante la etapa de didlisis (Tabla 12).

En las DTP en superficie, se evidencié que las dispersiones acuosas de ambas
dispersiones tienen una poblacion mayoritaria con particulas de didmetros inferiores a 2 umy
de acuerdo con los valores de Dsog, el 90% del area total se distribuyd en particulas con un

tamarfio inferior a 35 um (Figura 58 b, d y f; Tabla 20).
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Figura 58: Distribucion de tamafio de particula de dispersiones acuosas de concentrados proteicos de

suero de tofu neutralizados obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a presién reducida a 50

°C (CST504) y 80 °C (CST804). En volumen: a) pH 3,0, c¢) pH 4,0 y €) pH 5,0. En superficie: b) pH

3,0,d) pH 4,0y f) pH 5,0.
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De acuerdo con las curvas de turbidez en agua destilada, los valores maximos de
turbidez se observaron a pH 4,0, y el de potencial-C fue cercano a 0 mV al mismo pH (Figuras
43ay 44). Ademas, de la variacion de la Spy Shc con el pH (Figura 45) surge que el volumen y
area absoluta de las particulas insolubles en las dispersiones acuosas registran variaciones a
cada pH. En este trabajo se observd que los CST50, y CST80,; exhibieron la menor Sp a pH
4,0 (Figura 45), lo que indica una mayor auto-asociacion promovida por una reduccion de las
repulsiones electroestaticas. Por ende, a pH 4,0 se generan nuevas poblaciones de particulas
insolubles con tamafio méas pequefio, lo cual, se tradujo en una disminucion de D32, D43, Dvwooy

Dso,9, €n relacion con los valores obtenidos a pH 3,0 y 5,0 (p<0,05, Tabla 20).

Tabla 20: Diametros promedio de Sauter (Ds2), de De Brouckere (Da43) y percentiles del 90% de la
distribucion tamafio de particula en volumen (Do) y en superficie (Dsog) de las dispersiones acuosas de
concentrados de suero de tofu neutralizado obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a
presion reducida a 50 °C (CST504), y 80 °C (CST80j).

Muestra pH D32 (um) Daz (um) Dvoo (um) Dsoo (um)
3,0 7,0+0,1° 53,1+0,2° 138,1+0,8¢ 17,2 +0,4°
CST504 4,0 4,7+0,2% 39,9+0,2% 109,3+ 0,5% 9,5+0,1°
5,0 51+0,2° 48,2 +0,4° 130,1 +1,0° 10,2 +0,3°
3,0 12,2 £ 0,3° 92,0 +0,3° 215,2 +0,9° 33,3 +0,5°
CST804 4,0 6,6 £ 0,2° 84,7+ 0,3% 200,1+ 1,32 12,1+ 0,22
5,0 8,7+0,2° 97,3+0,6° 229,9+0,8° 17,8 +0,2°

Los valores se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n = 3) * desvio estandar.
Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras mintsculas diferentes son significativamente
diferentes para cada tipo de CST (p <0,05), segln lo determinado por la prueba de Fisher.

Para CST50aj, la DTP en volumen evidencié un mayor volumen relativo de particulas
con tamafio entre 2 y 10 um y, ademas, una mayor area asociada a este rango en la DTP en
superficie (Figura 58 ¢ y d); esta misma tendencia se observo para el concentrado obtenido a 50
°C sin neutralizacion del ST (Figura 49 c, d). En CST80;, al igual que en CST80, la aparicion
de una nueva poblacion de particulas insolubles a pH 4,0 se evidencié en una reduccién de los
didmetros promedio y los percentiles (Tabla 20). Como se menciond en la seccién 2.2.1.1, la

aparicion de nuevas poblaciones insolubles en la DTP por efecto de la adicion de sales de
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calcio, fue reportado por Marquez et al (2018) en emulsiones tipo crema elaborada con harina
desgrasada de soja. No obstante, en CST5045 y CST80 este efecto es menos pronunciado
debido a que durante la neutralizacion del ST, se promueve una menor asociacion entre Ca?*y
los biopolimeros y, por ende, habria una mayor pérdida del i6n divalente durante la dialisis,
obteniendo concentrados con menor contenido de calcio total. La carga superficial neta en las
dispersiones acuosas ajustadas a pH en los CST50, y CST804, presentd valores positivos
(Figura 44), lo cual disminuy6 la contribucion de las particulas insolubles formadas a pH 4,0
en el volumen total en la DTP (Figura 58a). Sin embargo, a las mismas condiciones en ambos
concentrados (pH 3,0), en la DTP en superficie se evidencié una mayor proporcién relativa del
area total distribuida en particulas de mayor tamafio acorde a los valores significativamente

mas elevados del percentil Dy, (Figura 58b y Tabla 20).

2.2.3.2. Comportamiento interfacial de los concentrados del suero de tofu neutralizado en
interfase agua/aceite

Los resultados de los ensayos de presion interfacial en equilibrio (m;), para las
dispersiones acuosas de CST50, y CST80, Se presentan en la Tabla 21. Para CST504 a pH 4,0
y 5,0 se observaron valores similares de i (p>0.05) y en CST80, Se observd una pequefia pero
significativa diferencia en los valores de presion interfacial (Tabla 21, p<0.05). A pH 3,0 se
observé para ambos concentrados una reduccion del parametro interfacial (p<0,05). Como se
habia observado en la DTP en superficie, las particulas insolubles en estas muestras a todos los
pH ensayados tienen mayoritariamente diametros inferiores a 2,0 um. Sin embargo, a pH 3,0 se
observé una mayor contribucién de particulas con tamafos entre 2,0 a 10,0 um (Figura 58 e y
f). En conjunto, el incremento de la repulsion electrostética y la presencia de particulas de
mayor tamafio a pH 3,0, se asociarian a la reduccion de la actividad interfacial en los
concentrados a este pH. Ademas, entre los concentrados solo se observan ligeras diferencias en
los valores de mj al mismo pH. Los valores de Sp y presion interfacial en el rango de pH 3,0 a
5,0 no mostraron tener correlacion (Figura 45), por lo tanto, la m; estaria influenciada por la
adsorcion de particulas insolubles, siendo esta misma tendencia observada para los

concentrados preparados a partir del ST sin ajuste de pH (CST50 y CST80).

La actividad interfacial de los concentrados también se monitore6 mediante la

evolucion de la viscosidad compleja (n*) de la interfase aceite/agua en funcion del tiempo. En
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la Figura 59 se observan los perfiles de n*, que alcanzan valores cercanos al maximo al inicio
del ensayo en todos los pH. Esto estaria indicando una rapida formacién de la monocapa, por
difusion, adsorcion y reordenamiento interfacial de los biopolimeros presentes en los

concentrados (Baldursdottir et al., 2010; Baldursdottir y Jorgensen, 2011).

Tabla 21: Efecto del pH sobre presion interfacial de equilibrio (i) de los concentrados de suero de tofu
neutralizados obtenidos por tratamiento del suero de tofu a presion reducida a 50 °C (CST504), y 80 °C
(CST804).

Presion interfacial (7ti, nN/m)
pH CST50q4 CST80q4
30 819+0,084  848+0,14%®
40 850+0,12°* 8,99 +0,10%®
50 840+0,10" 870+0,08"

Los valores de presion interfacial se expresaron como la media de tres mediciones independientes (n = 3) +
desviacion estandar. Los valores medio de una misma columna seguidos de letras mindsculas diferentes son
significativamente diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores medios de una
misma fila seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segun lo
determinado por la prueba de Fisher.

Los modulos de viscosidad compleja obtenidos al final del ensayo en cada concentrado
fueron diferentes en funcion del pH. Sin embargo, a los pH 4,0 y 5,0 no se evidencio
diferencias en los mddulos de n* entre CST505y CST804 (Figura 59 b y ¢). A pH 3,0 se
observo un incremento en los valores de n*; ademas la viscoelasticidad del film interfacial de
CST80, fue mayor respecto a CST504; (Figura 59a). Este resultado se relaciona con el mayor
contenido de particulas de gran tamafo presentes en los concentrados con un tratamiento
térmico a mayor temperatura, que se adsorben en la interfase aceite/agua, incrementando los
valores de n". Estos resultados se relacionan con el valor obtenido de Dso,9 de CST804, que fue
significativamente superior al de CST50 (Tabla 20). CST80, tiene una Sp mas baja y al
mismo tiempo una Swc mayor que CST504, asociado a la presencia de una fraccion de
particulas insolubles mas ricas en proteinas y con menor asociacion a polisacaridos (Figuras 45
y 46). Estas interacciones mas intensas entre moléculas de proteina de las particulas adsorbidas
favorecerian el incremento de n*.

Los valores de los modulos de n* obtenidos con los concentrados CST50, y CST805
respecto a los de CST50 y CST80, fueron inferiores a todos los pH ensayados (Figuras 50 y

59). Como se ha mencionado a lo largo de esta seccidn los concentrados obtenidos a partir del
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STN tienen un menor contenido de particulas insolubles, por lo tanto, disminuye la
viscoelasticidad de las membranas interfaciales en relacion con las de CST50 y CST80.
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Figura 59: Perfiles de viscosidad compleja (n*) en funcion del tiempo, en la interfase aceite/agua para
los concentrados de suero de tofu neutralizados obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a
presion reducida a 50 °C (CST504), y 80 °C (CST804): a) pH 3,0, b) pH 4,0 y c) pH 5,0. Los ensayos
fueron realizados a una concentracion de proteina equivalente en las dispersiones (1,0 % F/p). Los

valores fueron expresados como el promedio de tres mediciones independientes (n=3) + desvio

estandar.
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2.2.3.3. Caracterizacion de emulsiones iniciales

2.2.3.3.1. Distribucién de tamafio de particula y microestructura

En la Figura 60 se presentan las distribuciones de tamafio de particula en volumen, para
las emulsiones iniciales sin y con sonicacion previa, formuladas con dispersiones acuosas de
CST50,, ajustadas en el rango de pH de 3,0 a 5,0. Cabe destacar, que el tratamiento de
sonicacion es de baja intensidad y se realiza sobre la emulsion diluida, evitando la creacion de
nueva area interfacial (Porfiri et al., 2016; Cabezas et al., 2017). Todas las emulsiones,
independientemente del tratamiento de sonicacion, presentaron distribuciones de carécter
bimodal. Ademas, se observd que al incrementar el pH 3,0 a 5,0, hay un desplazamiento de las
modas hacia mayores diametros de particula. Estos resultados se relacionan con un incremento
significativo de los diametros promedio D3>y D43 al ajustar el pH de 3,0 a 5,0 (p<0,05, Tabla
22). El tratamiento de sonicacion que se realizo en las emulsiones previo a la medicion de la
DTP, desplazé las modas en todas las emulsiones hacia didmetros de particula menores,
resultado acorde a la ruptura de floculos durante la sonicacion (Porfiri et al., 2016; Cabezas et
al., 2017).

En este contexto, por medio de microscopia dptica, se observd en todas las emulsiones
la presencia de floculos, no obstante, de forma cualitativa se evidencio que a pH 4,0 y 5,0, el
tamafo de las particulas fue mayor (Figura 60), lo que se relaciona con los valores mas

elevados de la moda y de los diametros promedio D32y D43 debido al mayor GF (Tabla 22).
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Figura 60: Distribuciones de tamafio de particula medidas con y sin sonicacion y microestructura de
emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina "/p) de CST504: a) pH 3,0, b) pH
4,0 c) pH 5,0. Para el analisis de la microestructura (aumento: 200x), las emulsiones se diluyeron 1:20

V/y con agua destilada ajustada al mismo pH de las emulsiones. Barra: 100 um.
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Tabla 22: Diametros promedios de Sauter (Dsz) y De Brouckere (Das3) obtenidos a partir de las
distribuciones de tamafio de particula de emulsiones O/W medidas sin sonicacién previa y preparadas
con dispersiones acuosas de CST505 y CST80, (1,0 % P/r de proteina, pH 3,0, 4,0 y 5,0). El grado de
floculacion (GF) se obtuvo a partir de los valores de D4 3sin y con sonicacién (ecuacion 52).

CST504
pH 3,0 4,0 5,0 pH 3,0 4,0 5,0
Dss(um)  82+0,3"  87+05™  95+0,1®  Ds,(um) 52+0,1" 52+0,1"  58+0,1°
GF (%) 40,6+0,5" 87,5+0,9°® 104,3+1,1*°

CST804
pH 3,0 4,0 5,0 pH 3,0 4,0 5,0
Das(um) = 4,9£02%  7,2+0,1®  9,4+0,2°°  D;, (um) 3,0¢0,1* 33+0,1*"  32+0,1%
GF (%) 254%0,1* 32,0+0,2® 38,8405

Los valores se expresaron como la media de tres mediciones independientes (n = 3) * desviacion estandar. Los
valores medio de una misma columna seguidos de letras minusculas diferentes son significativamente diferentes
(p <0,05), seguin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores medios de una misma fila seguidos de letras
mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segin lo determinado por la prueba de Fisher

La DTP de las emulsiones CST80,; mostrd un caracter monomodal para las emulsiones
elaboradas a los pH 3,0 y 4,0 y una distribucion bimodal para la emulsion ajustada a pH 5,0
(Figura 61), con una poblacion principal de particulas con didmetros mayores a 3,0 um y una
poblacion minoritaria de particulas con didmetros mayores a 50 um. Al igual que en las
emulsiones preparadas con CST50,, el incremento de pH aumento los valores de D32y Dags
(Tabla 22). Por microscopia se observo la presencia de floculos en las emulsiones, no obstante,
se evidencio un menor grado de floculacion en las emulsiones elaboradas a pH 3,0 (Tabla 22).
Al comparar la DTP de las emulsiones entre los concentrados del STN al mismo pH, se
evidencié que las elaboradas con CST80,j, presentaron valores de D32 y Dz menores a los
obtenidos con CST50,; (Figura 60 y 61). Este resultado indica un mejor comportamiento como
emulsificante del concentrado obtenido con un tratamiento térmico a mayor temperatura; esta
misma tendencia se observo en los concentrados obtenidos a partir del ST sin neutralizacién
(Seccién 2.2.2.1).
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Figura 61: Distribuciones de tamafio de particula medidas con y sin sonicacion y microestructura de
emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina "/p) de CST804: a) pH 3,0, b) pH
4,0 c) pH 5,0. Para el analisis de la microestructura (aumento: 200x), las emulsiones se diluyeron 1:20

V/y con agua destilada ajustada al mismo pH de las emulsiones. Barra: 100 um.
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Como fue descripto en la seccion 2.2.2.1 el mejor comportamiento emulsificante de los
concentrados a pH 3,0 no esté relacionado con la mayor actividad interfacial, debido a que los
valores de presion interfacial (7)) fueron significativamente menores que los observados a los
pH 4,0 y 5,0 en ambos concentrados (p< 0,05, Tabla 21). Por lo tanto, el incremento de la
capacidad emulsificante, debido a una disminucién de los procesos de re-coalescencia y
floculacion por puenteo durante la homogeneizacion, se atribuye a la presencia de agregados de
mayor tamafio presentes en ambos concentrados a pH 3,0, promoviendo la formacion de
emulsiones con menor tamafio de particula y GF en relacion con los de las preparadas a pH 4,0
y 5,0.

Cabe destacar que las emulsiones formuladas con CST50, y CST80,, exhibieron
mayores didametros promedio D32y Da3y valores mayores de GF a todos los pH, respecto a los
obtenidos con los concentrados a la misma temperatura, pero con el ST sin neutralizacion
(Tablas 17 y 22). Estos resultados se asocian al menor contenido de particulas agregadas en
CST505 y CST804, lo cual reduce significativamente la re-coalescencia y la floculacion

durante el proceso de homogeneizacion.

2.2.3.3.2. Porcentaje de proteina adsorbida y concentracion de proteina interfacial

Los valores de concentracion de proteina interfacial (I') y del porcentaje de proteina
adsorbida (%Pa), de las emulsiones elaboradas con los concentrados CST505 ¥y CST80 se
presentan en la Tabla 23. En ambos concentrados el mayor %Pa se observé a pH 3,0; no
obstante para el concentrado obtenido a 80 °C este parametro fue significativamente mayor,
respecto a los valores de CST504 a los mismos pH (p<0,05). Se sabe qué %Pa y I' estan
influenciados por la adsorcion de proteinas solubles y ademas por la presencia de particulas
insolubles. Los valores de Sp en el rango de pH 3,0-5,0 fueron mayores para CST50,, (Figura
45), sin embargo, para CST80;; el %P fue superior en todo el rango de pH. Por lo tanto, es
posible inferir que, durante el proceso de homogeneizacion, el ingreso a la interfase aceite/agua
de particulas insolubles promoveria el incremento del %P a posterior a la homogeneizacion. En
las dispersiones acuosas ajustadas a pH 3,0, el aporte de particulas con un mayor tamafio,
determinado mediante el percentil Dsoo (Tabla 20), se relaciona con el mayor %Pa en las
emulsiones posterior a la homogeneizacion. Mediante los ensayos de reologia interfacial se
evidencié que a pH 3,0, las dispersiones acuosas exhiben mayores valores de n*, lo cual esta

relacionado directamente con la adsorcion de particulas insolubles de mayor tamafio. Sin
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embargo, esto solo se evidencié claramente para el CST80,j, donde n* fue significativamente

mayor (Figura 59).

Tabla 23: Porcentaje de proteina adsorbida (% Pa) y concentracién de proteina interfacial (I") de las
emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina P/, pH 3,0, 4,0 y 5,0) de
concentrados de suero de tofu neutralizados obtenidos por tratamiento térmico del suero de tofu a
presion reducida a 50 °C (CST504) y 80 °C (CST80y).

Proteina Concentracion de proteina
Muestra pH
adsorbida (%Pa) interfacial (", mg/m?)

30 38,47 +0,11° 2,09 +0,07°
C5T50, 4.0 36,61 +0,17° 1,92 +0,10°

5,0 33,71 £ 0,202 1,70 £ 0,082

3.0 44,07 +0,31° 2,22 +0,04¢
CST80; 4.0 42,58 + 0,23 2,18 + 0,07

5,0 41,74 £ 0,252 1,75 £ 0,082

Los valores se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n = 3) £ desvio estandar.
Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras mindsculas diferentes son significativamente
diferentes para un mismo CST (p <0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher

En las emulsiones preparadas a pH 3,0 en ambos concentrados, los valores de I" fueron
significativamente superiores a los demas pH (p<0,05, Tabla 23), resultados que se relacionan
con los menores valores de D3> (Puppo et al., 2005). Entre los concentrados con y sin proceso
de neutralizacién se observo diferencias en los valores de %Pay I', siendo mayores los valores
de los parametros mencionados en los concentrados sin neutralizar (CST50 y CST80) (Tablas
18 y 23). Como se mencion0 anteriormente la presencia de agregados y la mayor adsorcion de
los mismos en la interfase, incrementa el %Pa. Por medio de las DTP de las dispersiones
acuosas se sabe que los concentrados obtenidos a partir del ST sin neutralizar tienen particulas
insolubles de mayor tamafio (Tablas 15 y 20), lo cual incrementa los valores de los parametros

mencionados.
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2.2.3.3.3. Comportamiento de flujo

La variacion de la viscosidad aparente en funcion de la velocidad de deformacion para
las emulsiones elaboradas con los concentrados CST50, y CST80,; ajustadas en el rango de pH
3,0-5,0 se muestra en la Figura 62. Los resultados indican que las emulsiones presentan un
comportamiento de fluido pseudoplastico. Ademas, en todas las emulsiones descendi6 la
viscosidad aparente a bajas velocidades de deformacion, relaciondndose con la presencia de
floculos (Figuras 60 y 61), los cuales sufren deformacion y ruptura durante el ensayo
(Dickinson, 1994; McClements, 2016; Tadros, 2004). Las curvas de flujo obtenidas fueron
modeladas mediante la ley de Potencia, mostrando en todos los casos un valor de R? cercano a
1,0. En la Tabla 24 se observa un incremento en los valores del indice de consistencia (K) al
ajustar el pH de 3,0 a 5,0 y a la vez se evidencié una reduccion significativa en los valores de n
(p< 0,05).

Paras las emulsiones elaboradas con el CST50, a todos los pH, los valores de K fueron
mayores al de las emulsiones preparadas con CST804 (p<0,05). Esta misma tendencia se
observé al comparar los valores de K de las emulsiones CST50 y CST80 (Tabla 19). El
incremento en los valores de K y la reduccion en el indice de comportamiento de flujo, se
podria relacionar con un incremento en el GF de las emulsiones (Tabla 22), que fue mas
notable al comparar los parametros reologicos de las emulsiones obtenidas a pH 3,0, respecto a
los demés pH en ambos concentrados. Al comparar los valores de K y n de las emulsiones
preparadas con los concentrados CST80 y CST80,, se puede observar que solo hay ligeras
diferencias entre los indices (Tablas 19 y 22 p<0,05). No obstante, entre CST50 y CST50,;, los
valores de K fueron inferiores a todos los pH para CST50. Este resultado se atribuyo
nuevamente a diferencias en el GF de las emulsiones que fue mayor para CST50,;a todo los pH
(Tablas 19 y 22).
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Tabla 24: Constantes reoldgicas del modelo de ley de potencia (K: indice de consistencia y n: indice de
comportamiento de flujo) para las emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% "/» de
proteina, pH 3,0, 4,0 y 5,0) de concentrados de suero de tofu neutralizado obtenidos por tratamiento
térmico del suero de tofu a presion reducida a 50 °C (CST504) y 80 °C (CST80y).

CST50aj
pH 3,0 4,0 5,0
K 0,16+0,01™  0,23+0,03"®  0,33+0,04°C
0,84+0,022°°  0,50+0,02**  0,43+0,03**
n
CST80y
pH 3,0 4,0 5,0
K 0,05+0,01*® = 0,09+0,01**  0,14+0,02°4
0,92+0,09°°  0,66+0,02"®  0,52+0,07°*
n

Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) * desvio estandar. Los
valores promedio en una misma columna seguidos de letras minusculas diferentes son significativamente
diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en una misma fila
seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segun lo determinado por la
prueba de Fisher.
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Figura 62: Comportamiento de flujo de emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas de
concentrados suero de tofu neutralizados (1,0% /p de proteina, pH 3,0, 4,0 y 5,0): a) CST505 y b)
CST804.

2.2.3.4. Evaluacion de la estabilidad de las emulsiones frente a los tratamientos
tecnoldgicos

2.2.3.4.1. Congelacién-descongelacién

En la Figura 63 se presentan los valores D43 de las emulsiones iniciales y luego de la
congelacion-descongelacion, elaboradas con CST50; y CST80,. Luego del tratamiento se
observd un incremento en los valores Ds3 para las emulsiones elaboradas con ambos

concentrados a todos los pH, (Figura 63 a, b). Las emulsiones descongeladas no exhibieron
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liberacion de aceite y al igual que para las preparadas con los concentrados obtenidos con el ST
sin ajuste de pH, el grado de desestabilizacion fue menor a lo reportado en emulsiones
preparadas con lactosuero o con aislado proteico de soja, almacenadas en congelacién bajo
condiciones similares y con ausencia de agente crioprotectores (Cabezas et al., 2019; Palazolo
et al., 2011). Las emulsiones CST50, registraron mayor incremento relativo en los valores
D43 a todos los pH respecto a las de CST80, (Figura 64). La mayor estabilidad para las
emulsiones elaboradas con CST80,;, se podria asociar a factores similares que explican la
mayor estabilizacién de las emulsiones CST80 respecto a las preparadas con CST50 (Figura
56): el mayor %Pay I" (Tabla 23), que contribuiria a la formacion de una membrana interfacial
con mayor resistencia al estrés que ejerce la formacién de cristales de hielo (Palazolo et al.,
2011); la presencia de polisacéridos solubles en mayor cantidad en la fase acuosa no congelada
que generan un efecto estérico, disminuyendo el contacto prolongado entre las gotas durante el
almacenamiento congelado y finalmente, la presencia de proteinas con mayor estado de

agregacion en la fase acuosa no congelada (seccion 2.2.3.1).
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Figura 63: Diametros promedios D43 de las emulsiones CST504 y CST804;: a) iniciales y b) sometidas
a congelacion-descongelacion. Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones
independientes (n = 3) + desvio estandar. En la parte superior de las barras, las letras mayusculas
diferentes indican que las emulsiones de una misma muestra elaboradas a diferentes pH son
significativamente diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Las letras
mindsculas indican que las emulsiones elaboradas al mismo pH, pero con concentrados diferentes son

significativamente diferentes (p <0,05), segln lo determinado por la prueba de Fisher.
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Ademas, la variacion del incremento de Da3 en funcién del pH en las emulsiones de
ambos concentrados evidencié un menor porcentaje de desestabilizacion en las emulsiones
ajustadas a pH 3,0 (Figura 64). A este pH los valores de D43y GF fueron menores (Tabla 22),
lo cual contribuye a la estabilidad en estado congelado, ya que, segln lo informado por otros
autores, las gotas con menor diametro se ubican con mayor eficiencia en volimenes reducidos
en la fase acuosa no congelada, reduciendo la probabilidad a sufrir ruptura de la membrana
interfacial, inducida por formacién de cristales de hielo (Ghosh y Coupland, 2008, Gu et al.,
2007, Palazolo et al., 2011). Al mismo tiempo, a pH 3,0, la concentracion de proteina
interfacial y el %P a fueron mayores en relacién con los observados a los demas pH (Tabla 23).

De manera comparativa, luego de la congelacion-descongelacién, las emulsiones
CST504 y CST804 exhibieron un mayor incremento en los valores D43 en relacién con el de
las emulsiones preparadas con CST50 y CST80 en todos los pH, atribuyéndose principalmente
al menor contenido de particulas con mayor tamafio en la interfase de las gotas y a la menor
viscoelasticidad de los films interfaciales (Figuras 50 y 58). Las peliculas de menor
viscoelasticidad serian menos resistentes al estrés generado durante el tratamiento de
congelacion-descongelacion.
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Figura 64: Incremento relativo (Ecuacion 51) en los didmetros promedio D3 de las emulsiones

CST50,4 y CST804, elaboradas en el rango de pH 3,0 a 5,0, sometidas a congelacion-descongelacion,
respecto a las emulsiones iniciales.
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2.2.3.4.2. Agitacion mecénica

En la Figura 65 se muestra la variacion temporal de los didmetros promedios D43 de las
emulsiones sometidas a trabajo mecéanico en condiciones controladas durante 40 minutos. A
pH 4,0 y 5,0, se observd un incremento constante y significativo de Da3 con el tiempo de
agitacion, en todas las emulsiones (Figura 65 b y c). Al final del proceso de agitacion, las
mismas presentaron desestabilizacién por separacion gravitacional (cremado), asociado al
considerable incremento del tamafio en las gotas. Los sistemas preparados con CST804 a pH
3,0 presentaron una alta estabilidad luego de 40 minutos de agitacion, con incrementos muy
leves en los didmetros Da3z. No obstante, en las emulsiones elaboradas con CST50, se
evidencié un incremento constante de este parametro durante todo el ensayo (Figura 65a).

Como se menciond en la seccion 2.2.3.2, las condiciones de agitacion no son
comparables con el esfuerzo de corte del redmetro, no obstante, es probable que el esfuerzo
mecanico al cual son sometidas las emulsiones disminuya considerablemente su viscosidad,
por lo cual no se considera que existan diferencias sustanciales en la Fc a los distintos pH. Las
dispersiones acuosas de los concentrados a los pH 4,0 y 5,0 exhibieron valores de potencial-
negativos, pero a pH 4,0 fue cercano a cero (Figura 44) por su cercania al punto isoeléctrico de
las proteinas de reserva y de suero de soja (Sorgentini y Wagner 1999). En este contexto, la Ec
estaria altamente asociada al incremento en las interacciones asociativas (en especial, las
hidrofobicas), por la reduccion en la repulsion electroestatica, que aumenta la probabilidad de
ruptura de las peliculas interfaciales durante la agitacion por la colision entre las gotas. El valor
de potencial- de la dispersion acuosa de CST80, a pH 3,0 fue significativamente superior al
de CST50, (Figura 44) y al mismo tiempo, las emulsiones CST80,j exhibieron valores menores
de GF y Dss (Tabla 22), por lo tanto, la Ec fue inferior. Ademas de lo mencionado
anteriormente, la mayor estabilidad en los sistemas preparados con el concentrado obtenido a
80 °C podria relacionarse con la mayor viscoelasticidad de las peliculas interfaciales (Britten y
Giroux, 1999; Mitidieri y Wagner, 2002; Palazolo, 2006). Esto se corrobord por medio de los
ensayos de reologia interfacial donde el valor de n* fue mayor a pH 3,0 (Figura 59). El
porcentaje de proteina adsorbida y I fueron mayores en CST80, (Tabla 23), asociado a una
adsorcion de agregados de gran tamafio promoviendo repulsion estérica entre las gotas.
Ademas, la mayor presencia de polisacaridos solubles a pH 3,0 (Figura 45b), promoveria una

estabilizacion estérica en la fase continua durante la colision. Los factores descriptos

188



Capitulo 2. Resultados y discusion

anteriormente contribuirian a la estabilizacién de las emulsiones durante el tratamiento

mecanico, reduciendo considerablemente la eficiencia de colision entre las gotas.
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Figura 65: Efecto de la agitacion orbital (275 r.p.m., 25 °C) sobre los didmetros promedio D43 de

emulsiones elaboradas con concentrados de suero de tofu neutralizados bajo presion reducida a 50 °C
(CST504) y 80 °C (CST804) y ajustadas a pH entre 3,0 a 5,0. a) pH 3,0, b) pH 4,0 y ¢) pH 5,0.
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Las emulsiones preparadas a pH 3,0 con los concentrados obtenidos a 80 °C a partir del

ST con y sin neutralizacion, como se menciono a largo de este capitulo, fueron las méas estables

frente a los tratamientos tecnoldgicos. Estos resultados estan relacionados a los fendmenos

descriptos previamente, por lo tanto, la concentracion del ST a 80 °C es una alternativa viable

para obtener concentrados aplicables a emulsiones acidas con mayor estabilidad frente a los

tratamientos de estrés tecnologico.

2.2.4. Conclusiones parciales

En las dispersiones acuosas de todos los concentrados se evidencid la presencia de
particulas insolubles; el tamafio promedio de las particulas se incremento con el
aumento de la temperatura (50 a 80 °C) durante el proceso de obtencion. Esto fue
evidente para los concentrados obtenidos a partir del ST y del STN. A pH 4,0, debido a
la cercania al punto isoeléctrico de las proteinas constituyentes, la generacion de una
nueva poblacion de particulas insolubles de tamafio intermedio (entre 2,0 y 10,0 um)
redujo el diametro promedio de las particulas. A pH 3,0, se evidencid a través de las
distribuciones en superficie la existencia de particulas de gran tamafio acorde a los
valores significativamente méas elevados del percentil Dsg. La presencia de estos
agregados reduce la presion interfacial de las dispersiones acuosas respecto a las
preparadas a pH 4,0 y 5,0, pero a su vez, incrementa la viscoelasticidad de las

membranas interfaciales debido a la adsorcion de las particulas insolubles.

Los valores en los pardmetros D3y Da 3 se vieron incrementados significativamente en
todas las emulsiones al ajustarse el pH de 3,0 a 5,0. Ademas, al realizar el tratamiento
de sonicacion previo a la medicion, las DTP mostraron un desplazamiento de las modas
hacia menores tamafios de particula. Este resultado se atribuyo a la ruptura de floculos
debido al tratamiento de sonicacion de baja energia. La presencia de floculos, ademas,
fue responsable del comportamiento pseudoplastico de todas las emulsiones. En las
emulsiones formuladas con CST50 y CST50, se evidencid por medio de microscopia
Optica la presencia de gotas de gran tamafio, lo cual estaria relacionado con valores mas
elevados de GF. A pH 3,0 los sistemas formulados con CST80 exhibieron el menor

tamafio de particula y GF, lo cual estaria relacionado con la presencia de agregados de
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mayor tamafio que ingresan a la interfase reduciendo la re-coalescencia y la floculacion

por puenteo durante el proceso de homogeneizacion.

e Durante el tratamiento de congelacién-descongelacién las emulsiones preparadas con
los concentrados obtenidos a 50 °C a partir del ST y del STN, exhibieron el mayor
incremento en los didmetros Da 3 a todos los pH respecto a las preparadas con los demas
concentrados. Este resultado se relaciona con diversos factores tales como: menores
valores de %Pa y T' y la formacion de membranas interfaciales con menor resistencia al
estrés generado por la formacion de hielo. Caso contrario ocurre con las emulsiones
preparadas con los concentrados obtenidos a 65 y 80°C donde la estabilidad fue mayor,
debido no solo a la adsorcion interfacial de particulas insolubles de mayor tamafio sino
también al mayor contenido de polisacéridos solubles presente en la fase continua que
separa las gotas, generando un efecto estérico. Cabe resaltar que las emulsiones
preparadas con CST80 a pH 3,0 fueron las méas estables a la congelacion-
descongelacion, debido a los fendmenos mencionados y adicionalmente al menor
tamafo promedio de particula y GF, lo cual permite que las gotas puedan acomodarse
con mayor efectividad en volimenes reducidos en la fase acuosa no congelada,
exhibiendo una menor tendencia a sufrir una ruptura por la presencia de los cristales de
hielo.

e EIl proceso de agitacion orbital en todas las emulsiones ajustadas a los pH 4,0 y 5,0
incremento en funcion del tiempo de agitacion los valores de los diametros Da3 y
provocO la desestabilizacion gravitacional por cremado al final del ensayo. Las
emulsiones formuladas con CST80, CST80, y CST65 ajustadas a pH 3,0 exhibieron
incrementos marginales en los valores D43 durante el ensayo, relacionandose con varios
factores que operan simultdneamente, como el menor tamafio promedio de particula,
menor GF y la carga superficial y una concentracion proteica interfacial méas alta que
contribuye al incremento de la viscoelasticidad de la pelicula interfacial. Ademas, los
polisacaridos solubles generarian un efecto estérico entre las gotas en la fase continua
durante un evento de colisiébn. Los factores mencionados promueven una mayor
estabilidad de las emulsiones frente a la agitacién mecéanica, debido a una disminucién

de la eficiencia de colision.

e En los concentrados CST50, y CST80; la neutralizacion del ST con NaOH previa al

proceso de concentracion, redujo el grado de agregacion de las proteinas presentes,
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debido a que el sodio debilita la unién del calcio con las proteinas y facilita su pérdida
durante la dialisis, reduccion en el contenido y el tamafio de los agregados afecto la
capacidad emulsificante y estabilizante en los concentrados, debido a que se formaron
emulsiones con mayor Da3 D32y GF, lo cual se corrobordé de manera cualitativa por
microscopia optica. El %Pa y T' fue menor las emulsiones elaboradas con estos
concentrados, por lo tanto, las membranas interfaciales fueron méas propensas a sufrir
rupturas durante la formacion de hielo y al estrés mecanico durante la agitacion orbital.
Aunque a pH 3,0 la estabilidad de las emulsiones CST80, frente a los tratamientos
tecnoldgicos fue elevada, en términos generales, la neutralizacion del ST no es un
tratamiento apropiado para mejorar las propiedades emulsificantes de los concentrados.
Para tal fin, como variable de proceso es mas importante el empleo de una temperatura

elevada durante en la etapa de concentracion (80 °C).
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Caracterizacion fisicoquimica y evaluacion de las
propiedades superficiales, espumantes y emulsificantes
del concentrado del suero de soja y su complejacion
con polisacarido soluble de soja para la elaboracion de
emulsiones o/w estables a tratamiento de estreés

tecnoldgico.
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3.1. MATERIALES Y METODOS

3.1.1. Materiales

Las hojuelas desgrasadas de soja fueron suministradas por la empresa Terminal 6 (Puerto
General San Martin, Santa Fe, Argentina). Las mismas se obtuvieron por el proceso industrial
Crown, que incluyen un acondicionamiento de los granos de soja y posterior quebrado-
descascarado, laminado y tratamiento con n-hexano. Para obtener la harina de soja desgrasada
(HSD), las hojuelas se molieron en un molino de cuchillas (Chincan FW Model; China) durante
1 min para evitar la generacion excesiva de calor por friccion; la harina resultante se tamiz6
empleando un tamiz certificado de 0,500 mm de apertura de poro (N° 35, ASTM E-11-81;
Zonytest, Buenos Aires, Argentina) y se guardd en frascos herméticamente cerrados hasta el
momento de su uso. En la HSD, el KTI esté activo, acorde con una elevada actividad antitriptica
y ureésica; esta observacion fue ademas corroborada por ensayos de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) (Sobral et al., 2012). La composicion quimica de la HSD (% P/,) en base seca es:
Proteina cruda (Nx6,25),55,0; fibra dietaria total,33,9; cenizas 7,7 y lipidos 1,9.

El polisacarido soluble de soja (SSPS, Soyafibe-S-CA100), fue donado por Fuji Oil Co.
Ltd. (Osaka, Japdn). La composicion quimica informada por el proveedor (% /) fue: fibra
dietaria total 75,1; proteina cruda (Nx6,25), 7,8; humedad, 5,8; cenizas totales; 7,8. Ademas, el
analisis de los monosacaridos componentes de la fibra dietaria (% P/ sobre polisacaridos totales)
fue: ramnosa, 5,0; fucosa, 3,2; arabinosa, 22,6; xilosa, 3,7; galactosa, 46,1; glucosa,1,2; acido
galacturonico, 18,2 (Cabezas et al., 2019).

La albumina sérica bovina (BSA, 99% de pureza y libre de acidos grasos), el o-
ftalaldehido (OPA), la N-acetilcisteina (NAC), los reactivos y marcadores de peso molecular
para electroforesis (seccion 3.1.12) fueron adquiridos a Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Missouri,
E.E.U.U). Todos los demas reactivos de grado analitico se adquirieron a Anedra (Research AG;
Buenos Aires, Argentina) y Cicarelli Laboratorios (Reagents S.A.; San Lorenzo, Santa Fe,

Argentina).

194



Capitulo 3. Materiales y métodos

3.1.2. Preparacion del suero de soja

El suero de soja (SS) se obtuvo como subproducto liquido resultante del procedimiento
clasico de preparacion de aislados proteicos de soja descripto por Sorgentini y Wagner (1999).
En primer lugar, se prepard una dispersion de HDS en agua destilada (relacion HDS/agua 1:10
PIv) por agitacion magnética y el pH se ajusto a 8,0 con NaOH 0,1 M. La dispersion se agitd
durante 2 h para permitir la completa hidratacion de los componentes. Luego, se centrifugd a
10.000xg durante 20 min a 4 °C (centrifuga Avanti modelo J-26 XP, Beckman Coulter, Inc;
California, EE.UU.) y se descartd el sedimento. Las proteinas de reserva se precipitaron,
ajustando el pH del sobrenadante a 4,5 con HCI 1,0 M; el ajuste con la solucion acida se realiz6
periddicamente durante 2 h para mantener el pH en el valor indicado. Finalmente, el precipitado
de las proteinas de reserva se separ0 por centrifugacion a 10.000xg durante 20 min a 4 °C
(centrifuga Avanti modelo J-26 XP, Beckman Coulter, Inc; California, EE.UU.). EI SS, el
sobrenadante resultante de esta centrifugacion, se almacend en una cdmara refrigerada a 4,0 +
0,1 °C (con agregado de NaNs, 0,03% P/, como agente antimicrobiano) hasta el momento de su

procesamiento y caracterizacion.

3.1.3. Preparacion de los concentrados del suero de soja

El SS se concentré empleando un evaporador rotatorio (Heidolph OB Lavorota 4000,
Heidolph, Instruments, GmbH & Co0.KG; Schwabach, Alemania) en volimenes de 1 L por
proceso, a 80,0 £ 2,0°C y con una presion de 24,0 kPa. El volumen inicial del SS se redujo hasta
un 80% durante la etapa de concentracion y el tiempo por proceso aproximado fue de 120 min.
Este proceso se repiti6 hasta procesar 5 L de SS. Los sueros concentrados resultantes se
dializaron frente a agua destilada durante 48 h y a 4 °C con 3 intercambios de agua diarios,
empleando una membrana de dialisis con un cut off de 3,5 kDa (Snake Skin, Thermo Scientific;
Rockford, Illinois, EE. UU.). Los liquidos dializados obtenidos se agruparon y finalmente se
liofilizaron (— 45 °C, 2,0 Pa, 85 h, liofilizador LI-2E260, Rificor SA; Buenos Aires, Argentina).
(3,5 kDa, Snake Skin, Thermo Scientific; Rockford, IL, EE. UU.), obteniendo el concentrado de
suero de soja (CSS).

El rendimiento porcentual (R, % "/p) en la obtencién del CSS, se calculé mediante la

ecuacion 26 (seccion 1.1.2).
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3.1.4. Determinacién de densidad

La densidad del SS vy las dispersiones acuosas del CSS se determin6 a 25 °C empleando
un picnémetro de 50 mL provisto de un capilar. EI procedimiento experimental y el célculo de
la densidad fueron los mismos que los descriptos en la seccion 1.1.3. Los valores obtenidos de
la densidad se utilizaron para la conversion de los parametros de composicion quimica de % P/p
aglL.

3.1.5. Determinacién de extracto seco

El extracto seco del SS (Seccién 3.1.2) se determind por el método gravimétrico de
secado en estufa a presion atmosférica normal. La determinacion y el célculo de extracto seco
(ES, % /p) se realizé siguiendo las condiciones experimentales descriptas previamente (seccion
1.1.4)

3.1.6. Determinacion de cenizas

El contenido de cenizas del SS y del CSS se determin6 por el método gravimétrico
tradicional de calcinacion por via seca. Se pes6 500 mg de muestra en un crisol de porcelana y
la calcinacion se inicié por calentamiento suave hasta residuos carbonosos. Luego, el tratamiento
oxidativo se complet6d en una mufla convencional a 550 + 10 °C durante 24 h. Las cenizas se
enfriaron hasta temperatura ambiente en un desecador de vacio provisto con silica gel activa. El

porcentaje de cenizas (% "/p) se calculé empleando la ecuacion 29 (seccion 1.1.5).

3.1.7. Determinacién del contenido de calcio total

El contenido de calcio total en el SS y en el CSS se determind empleando las cenizas
obtenidas segun el procedimiento experimental descripto en la seccion 3.1.6. Las cenizas
obtenidas se disolvieron en 10,0 mL de HCI 0,2 M. Sobre las soluciones &cidas resultantes,
diluidas en agua bidestilada (1:50 V/v), se determind el contenido de calcio por el método
espectofometrico (o—cresolftalein complexona) (Morin, 1974), empleando un kit comercial

(Ca—Color AA, Wiener Lab.; Rosario, Argentina) (seccion 1.1.6). Los procedimientos de
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calibracion se realizaron empleando las soluciones estdndar de calcio incluidas en el kit
comercial, de acuerdo con las instrucciones dadas por el proveedor. Todas las determinaciones
se realizaron al menos por duplicado y el contenido de calcio total se expresd en % "/p sobre la

muestra.

3.1.8. Determinacion de nitrégeno total y proteina bruta

3.1.8.1. Método de Kjeldahl

El contenido de proteina bruta del SS y del CSS se determind por el método de Kjeldahl
(Nx6,25) (método 920.87, AOAC, 1997). Siguiendo el procedimiento experimental descripto en
seccion 1.7.1, se peso 0,5 g de muestra para la etapa de digestion, empleando un balon Kjeldahl
de 500 mL con la adicién de 11 g de la mezcla catalizadora (CuSQO4-5H20 y K>SO4 en una
relacion 10:1 P/p) y 20 mL de H2SO4 concentrado (98% P/, 5= 1,84 g/mL). Al finalizar la etapa
de digestion, a la solucidn &cida previamente enfriada a temperatura ambiente, se agregd 200 mL
de agua destilada y el balon se transfirié a la unidad de destilacion, donde se agregé NaOH 40%
Plr hasta alcalinidad neta. EI NH3 liberado y destilado por arrastre de vapor de agua se recolectd
en 50 mL de acido bdrico (HsBOs) 4,0% F/v conteniendo gotas de indicador combinado (rojo de
metilo 0,016% P/v y verde de bromocresol 0,083% P/v en etanol). La valoracion se realizd con
solucion estandarizada de H.SO4 0,1 N hasta viraje del indicador. Paralelamente se realizo un
ensayo blanco en ausencia de la muestra.

Los contenidos de nitrogeno total y de proteina bruta se calcularon empleando las

ecuaciones descriptas en la seccién 1.1.7.1

3.1.8.2. Método de micro-Kjeldahl con colorimetria final

El método de micro-Kjeldahl con colorimetria final se utilizd6 como método alternativo
para la determinacién del contenido de nitrogeno total y proteina bruta en el CSS. Para la
digestidn se peso entre 10 y 20 mg de muestra, y se colocd en un balén Kjeldahl de 100 mL junto
con 0,11 g de la mezcla catalizadora (CuSO4.5H20, K2SO4 y TiO2 en proporcion masica 100:3:5,
respectivamente) y 3,0 mL de H.SO4 concentrado (98% F/p, 6= 1,84 g/mL). Al finalizar la

digestién, se adiciond agua destilada a la solucidén acida previamente enfriada temperatura
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ambiente; luego, el contenido del balon se transfirid cuantitativamente a un matraz aforado de
100 mL, llevando a volumen final con agua destilada. Este procedimiento se repitié para la
obtencidén de la solucién del blanco, en ausencia de la muestra y la solucién madre de (NH4)2SO4
(IN] = 100 pg/mL), la cual se diluy6 para obtener distintos estandares en un rango de [N] de
2-25 pg/mL (seccion 1.1.7.2).

Para llevar a cabo la reaccion colorimétrica, se utilizaron las soluciones A, B, Cy D
(seccion 1.1.7.2). Se mezclé 0,5 mL del digestato (muestra, patron o blanco) con 1,5 mL de
buffer de trabajo (mezcla 1:1 V/v de reactivos Ay B). Luego se agregd 0,4 mL de reactivo C, se
agitd en un vortex y se incub6 en bafio termostatico a 25 °C durante 10 min. Finalmente, se
agreg6 0,2 mL de reactivo D, se agitd y se dejo reaccionar durante 30 min, incubando la mezcla
en un bafio termostatico a 25 °C. La mezcla resultante se diluyé con 10 mL de agua destilada y
se midid la absorbancia a 660 nm (Abseso) empleando un espectrofotometro UV-visible T60 (PG
Instruments; Leicestershire, Reino Unido). La recta de calibracion se realizé empleando las
soluciones estandares de (NH4)2SO4 (Figura 21). El contenido de nitrogeno total y de proteina
bruta se calculo por medio de las ecuaciones 30 y 31 (seccion 1.1.7.2).

3.1.9. Determinacidn del contenido de carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos totales en el SS y el CSS se determind por el método de
fenol-acido sulfdrico (método 988.12, AOAC, 1997), usando glucosa de calidad HPLC como
patrén. Se prepar6 una solucion patrén 0,1 % PAv ([Glu] = 1000 pg/mL) en agua bidestilada y a
partir de la misma, diluciones en un rango de [Glu] entre 10y 70 ug/mL. Como blanco se empled
agua bidestilada. Para el SS de partida se tomd 1,0 mL v se realiz6 una dilucién 1/200 V/v con
agua bidestilada. Para el CSS, en cambio, se prepard una dispersion acuosa (0,1 % P/p) con agua
bidestilada por agitacién magnética suave durante 2 h; sequidamente se realizé una dilucién 1/20
Vlv con agua bidestilada previo al analisis.

Como se detall6 anteriormente (seccion 1.1.8), en tubos de ensayos de vidrio, se
colocaron 1,0 mL de agua bidestilada (blanco) o de las soluciones (patrén, muestra) y 0,5 mL de
fenol 5,0% /v, incubando las mezclas durante 10 min a temperatura ambiente. Luego, se agregd
2,5 mL de H,SO4 concentrado (98% P/p, § = 1,84 g/ml) a cada tubo; la mezcla resultante se agit6
en un vortex y se incubd a 37 °C en un bafio termostatico durante 20 min. Finalmente, se midio
la absorbancia a 480 nm (Abssg) empleando un espectrofotometro UV-visible T-60 (PG

Instruments; Leicestershire, Reino Unido). La recta de calibracion se realiz6 empleando las
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soluciones estandares de glucosa (Figura 22). El calculo del porcentaje de hidratos de carbono

totales se realiz6 empleando las ecuaciones 32 y 33

3.1.10. Determinacion de fibra dietaria total

La determinacion del contenido de fibra dietaria total se realiz6 como servicio técnico en
la Catedra de Nutricion y Bromatologia (Facultad de Bioquimica y Farmacia, Universidad de
Buenos Aires), empleando el método gravimeétrico-enzimético oficial de la AOAC (985.29;
AOAC, 1997) (seccion 1.1.9). El contenido de fibra dietaria total se expresé como porcentaje

(P/p) sobre la muestra inicial.

3.1.11. Determinacion del contenido de lisina total y reactiva

3.11.1.1. Lisina total

Este analisis fue realizado como servicio técnico por el Laboratorio Dr. Rapela (Buenos
Aires, Argentina), empleando el método oficial AOAC 994.12 (AOAC,1997), que consistio en
la determinacién de aminoécidos por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). El
procedimiento se realizd como se detallo previamente (Seccion 1.1.10.1). El contenido de lisina
total (LT) de los concentrados se expreso en % "/p sobre proteina total (equivalente a g/16 g N),

teniendo en cuenta sus contenidos de proteina bruta (secciones 3.1.8.1y 3.1.8.2).

3.1.11.2. Lisina reactiva

El contenido de lisina reactiva (LR) se determind utilizando el método
espectrofotométrico descripto previamente en la seccion 1.1.10.2. En un vaso de precipitado, se
pesd 20 mg de muestra y se agregd buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7,0 con SDS 1,0% Fiy,
hasta alcanzar una masa final de 25 g. Las muestras se dispersaron por agitacién magnética suave
durante 2 h y las dispersiones resultantes se trataron a 100 °C en un bafio en ebullicion durante
30 min para solubilizar completamente las proteinas. Seguidamente se enfriaron a temperatura

ambiente y se centrifugaron a 800xg durante 15 min a 20 °C (centrifuga Rolco CM 4080
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(Millenium; Buenos Aires, Argentina) (Ingrassia et al., 2017). Los pellets se descartaron y los
sobrenadantes se emplearon para la determinacion de LR.

Se empled como patrén clorhidrato de L-lisina (Lis), secado previamente (105 °C, 3 h).
Se prepard una solucion patrén 8 mM del aminoécido en buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7,0
con SDS 1,0% P/v y se realizaron diluciones de la solucion madre con el mismo buffer en un
rango entre 0,0008 y 0,0032 mili moles de Lis para obtener la recta de calibracion (Figura 23).

La preparacion del reactivo OPA-NAC se realizé como se detalld en la seccién 1.1.10.2.
Para realizar la determinacion espectrofotométrica se afiadieron 10 mL del reactivo OPA-NAC
a la solucion de 25 mL del sobrenadante de la preparacion de las muestras o de las soluciones
estandar de clorhidrato de L-lisina. La absorbancia se midié a 335 nm (Abssss) empleando el
espectrofotometro UV-visible T-60 (PG Instruments; Leicestershire, Reino Unido). El calculo

del contenido de LR se realiz6 empleando las ecuaciones 35 y 36.

3.1.11.3. Lisina no reactiva

A partir del contenido de lisina total (LT) y de lisina reactiva (LR), determinados por los
procedimientos descriptos en las secciones anteriores, se calculd el contenido de lisina no

reactiva (LNR, % P/r sobre lisina total) empleando la ecuacion 37 (seccién 1.1.10.3).

3.1.12. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con

tricina (TSDS-PAGE)

La composicion polipeptidica del CSS se evalué por electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y en presencia de tricina (TSDS-PAGE) de
acuerdo con el método descripto por (Schagger y von Jagow, 1987). Los geles se obtuvieron en
en condiciones reductoras y no reductoras, empleando un equipo Bio-Rad Miniprotean Tetra
Cell (Bio-Rad Laboratories Inc., EE. UU.). Las proteinas son puestas en contacto con un agente
tensoactivo como el SDS, el cual promueve la desnaturalizacion y formacion de complejos de
carga neta negativa con las proteinas. Debido a que los complejos SDS/proteina exhiben una
relacion similar carga/masa, el proceso de separacion en el gel esta determinado por la diferencia
en el peso molecular de los polipéptidos.

Los reactivos empleados, la preparacion de la muestray de los geles y las condiciones de

corrida, revelado y analisis de los geles se detallaron en las secciones 1.1.11.1a 1.11.1.4.
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3.1.13. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Fourier Transform

Infrared Spectroscopy, FTIR)

Los ensayos de FTIR se realizaron dispersando la muestra en agua destilada (0,1 % F/p)
por agitacién magnética durante 2 h. Luego, se colocd 0,1 mL de dispersion en el dispositivo
ATR hasta cubrir completamente el cristal de seleniuro de zinc (ZnSe) y posteriormente se secé
suavemente con aire tibio hasta alcanzar la deshidratacion completa. Se emple6 un espectrometro
Shimadzu modelo IR Affinity-1 (Shimadzu Scientific Instruments; Maryland, EE. UU.) y los
espectros se obtuvieron en un rango de 400-4000 cm™!. Las condiciones de medicion y el

procesamiento de los espectros se describieron en la seccién 1.1.12.

3.1.14. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los termogramas del concentrado de suero de soja fueron obtenidos utilizando un equipo
de calorimetria diferencia de barrido modulado (MDSC) modelo Q-200 (TA Instruments, LLC
Waters; New Castle, EE.UU.). Se coloco entre 9-11 mg de muestra en capsulas hermética
estandar de aluminio empleando una micropipeta automatica, posteriormente las capsulas fueron
selladas herméticamente. Los ensayos fueron realizados empelando una rampa de calentamiento
de 5°C/min en un rango de temperatura de 20-150°C, utilizando una capsula de aluminio vacia
como referencia. En los termogramas obtenidos se determind la entalpia parcial de cada
transicion y la entalpia total de desnaturalizacion proteica (AHqg). Los valores de AHg parciales y
totales se expresaron en J/g proteina seca, para lo cual se tuvo en cuenta el contenido proteico de

las muestras.

3.1.15. Andlisis termogravimétrico (TGA)

Los ensayos de TGA se realizaron empleando una termobalanza modulada TGA-Q500
(TA Instruments, LLC Waters; New Castle, EE.UU.).Se pesd 5 —10 mg de muestra y se calentd
a 10°C-min*? bajo una atmdsfera de nitrdgeno (caudal = 40 ml-min) y en un rango de
temperatura 20-700 °C. EIl equipo registro la variacion porcentual de la pérdida de masa en
funcion de la temperatura y al igual que en los concentrados del suero de tofu (seccion 1.1.13),
se definieron tres zonas de degradacion en funcion de la temperatura de inicio y final de los picos
y fin de pico. Para cada zona, se determinaron la temperatura de pico (Tp) y la pérdida parcial

de masa (Am, %).
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3.1.16. Dependencia de la turbidez de las dispersiones con el pH

Para evaluar la dependencia de la turbidez con el pH, se prepararon dispersiones acuosas
(0,1% P/p) de CSS mediante agitacion magnética suave durante 3 h en agua destilada, en urea 6,0
M vy en solucién de urea 6,0 M con ditiotreitol (DTT) 30 mM (Zhu et al., 2017). Las curvas de
turbidez en funcién del pH se obtuvieron agregando alicuotas sucesivas de HCI 0,1 M a las
dispersiones (20 mL) bajo agitacion magnética suave y constante. Luego del agregado de cada
alicuota del &cido se registro el valor del pH e inmediatamente después se determind la turbidez
por medida de la absorbancia a 600 nm (espectrofotémetro UV-visible T60, PG Instruments;

Leicestershire, Reino Unido).

3.1.17. Dependencia del potencial- con el pH

La determinacion del potencial-C en la muestra se realizé en condiciones similares a las
descriptas en la seccion 1.1.15. El pH de las dispersiones acuosas (0,1% P/p en agua bidestilada)
se ajustd en un rango de 2,0 a 7,0 empleando soluciones de HCI 0,1 M o NaOH 0,1 M. Luego,
las dispersiones se filtraron empleando un papel filtro de celulosa cualitativo Whatman N° 1.
Las dispersiones filtradas se colocaron en celdas capilares (modelo DTS1070) (Figura 24) y el
potencial-{ se midi6 a 25 °C usando un analizador Malvern Zetasizer ZSP ZEN 5600 (Malvern
Panalytical Ltd; Worcestershire, Reino Unido) a un angulo fijo de 173°. Las determinaciones se
realizaron por triplicado de tres dispersiones preparadas en forma independiente y con 20 lecturas

por réplica.

3.1.18. Dependencia de la solubilidad de proteinas e hidratos de carbono con el pH

EI CSS se dispersd en agua destilada (0,1% P/p) por agitacion magnética suave durante 2
h'y el pH se ajusté siguiendo el mismo procedimiento descripto anteriormente (seccién 3.1.16).
Luego, las dispersiones se centrifugaron a 10.000xg durante 20 minutos a 20 °C (centrifuga
Hermle 129 Z200 M/H; Wehningen, Alemania) y se descart6 el sedimento. El contenido de
proteina y carbohidratos totales se determinaron tanto en los sobrenadantes como en las
dispersiones acuosas iniciales realizando diluciones adecuadas. El contenido de proteinas se
determin6 usando el método espectrofotométrico de Lowry modificado usando BSA como
proteina estandar (Markwell et al., 1978) (seccién 1.1.16) y el de hidratos de carbono totales,

por el método de fenol—sulfurico (Dubois et al., 1951) siguiendo el procedimiento experimental
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descripto en la seccion 1.1.8. Los calculos de Sp y Shc se realizaron empleando las ecuaciones
40y 41.

3.1.19. Propiedades superficiales en interfase agua/aire

3.1.19.1. Determinacion de la tension superficial

La tension superficial en la interfase aire/agua se midi6 en un tensiometro automatizado
Lauda TD3 LMT 850 (Lauda Kdonigshofen; Alemania) asociado a una unidad termostatica
Peltier, siguiendo el procedimiento experimental descripto en la en la seccion 1.1.17.1. Se
prepararon dispersiones acuosas (0.25% de proteina "/p) ajustadas en un rango de pH de 2,0 a
7,0 con solucion de HCI o NaOH 1,0 M.La tension superficial se midio a 25 °C cada minuto y
las medidas se optimizaron en el tiempo hasta llegar al valor de equilibrio (ys, o). El proceso se
repitié con agua destilada ajustada al mismo pH que la dispersion (ys, o). La presion superficial
de equilibrio (7s) se calculd empleando la ecuacion 42 (seccion 1.1.17.1)

3.1.19.2. Evaluacion de la reologia superficial

Los ensayos de reologia superficial en la interfase aire/agua se realizaron en un reémetro
oscilatorio AR-G2 (TA Instruments, Waters LLC; Newcastle, DE, EE. UU.), equipado con un
anillo de Du Noliy. Se prepararon dispersiones acuosas (1,0% de proteina "/y) en el rango de pH
de 2,0 a 7,0 y las mediciones se llevaron a cabo por el procedimiento descripto previamente
(seccion 1.1.17.2). Los ensayos interfaciales se realizaron a una temperatura de 25°C, a una
frecuencia constante de 0,3 Hz y una deformacion ajustada al 3,0%, dentro del rango
viscoelastico lineal. EI gap se fijo en 9000 um en todas las mediciones para asegurar la
reproducibilidad. Se monitored la evolucién de las propiedades reoldgicas de la interfase
mediante la variacion de la viscosidad compleja (n *) frente al tiempo (Baldursdottir et al., 2010).

n * se calculé empleando la ecuacién 43 (seccion 1.1.17.2).

3.1.20. Evaluacion de las propiedades espumantes

Como se detall6 previamente en la seccidén 1.1.18, los ensayos de formacion de espuma
se realizaron en un tubo graduado de 10 mL incorporando aire con una aguja (caudal de 40

ml-min 1) através de 1,5 mL de dispersion acuosa 1,0% de proteina /e (Figura 27). El pH de las
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dispersiones se ajustd en un rango de 2,0 a 7,0 con HCI 0,1 M o0 NaOH 1,0 M. Se determin el
Overrun % midiendo el volumen de espuma (Ve, en ml) generado durante 1 minuto de burbujeo
y se calculé empleando la ecuacion 44. Como parametro de estabilidad se determind el tiempo
(tw2, S) en que el volumen de la espuma alcanza la mitad de su valor inicial (V¢/2) luego de
detener el burbujeo.

3.1.21. Caracterizacion fisicoquimica de dispersiones acuosas de concentrado de suero de

soja para la preparacion emulsiones o/w

3.1.21.1. Distribucion de tamafio de particula por dispersion estatica de luz (SLS, Static
Light Scattering)

Se prepararon dispersiones acuosas (0,1% P/r) por agitacion magnética suave durante 2
h. El pH de las dispersiones (500 mL) se ajusto a pH 3,0, 4,0 y 5,0 con HCI 1,0 M bajo agitacion
magneética constante, adicionando alicuotas de HCI 1,0 M. Las medidas de DTP se realizaron
empleando un analizador Malvern Mastersizer 2000-E (Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, Reino Unido) asociado a una unidad de dispersion por via humeda (Hydro 2000
MU). La velocidad del émbolo agitador en la unidad dispersora fue de 1000 rpm y los pardmetros
opticos seleccionados para la conversion del patrén angular de dispersion de luz en la
correspondiente DTP fueron: indice de refraccion del dispersante: 1,33, indice de refraccion de
la fase dispersa: 1,52 y coeficiente de absorcion: 0,1. A partir de las DTP se obtuvieron los
diametros promedios de Sauter (Ds,2) y de De Brouckere (D43) (ecuaciones 45 y 46, seccion
2.1.1.1).

3.1.21.2. Determinacion de la tension interfacial

La tensidn interfacial en la interfase aceite/agua se midi6 a 25 °C usando un tensiémetro
automatizado Lauda TD3 LMT 850 (Lauda Konigshofen, Alemania). Las mediciones se
realizaron empleando un anillo de Du Nodly, el cual fue convenientemente preparado para la
eliminacion de impurezas (seccion 1.11.17.1). Las medidas de tension interfacial se realizaron
en las condiciones descriptas en la seccidon 2.1.1.2. Se prepararon dispersiones acuosas en buffer
fosfato de sodio 10 mM pH 7,0 (0,25 % de proteina % P/p) y el pH se ajusté a 3,0, 4,0 0 5,0 con

HCI 1,0 M. A partir del valor de la tension interfacial de equilibrio de la dispersion (yi,p) y la del
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agua ajustada al mismo pH de la dispersion, se calculd la presion interfacial (wi) empleando la

ecuacion 47.

3.1.21.4. Evaluacion de la reologia interfacial

Las propiedades reoldgicas en la interfase aceite/agua se evaluaron en dispersiones
acuosas (1,0% de proteina P/p) a pH 3,0, 4,0 y 5,0. Se empled un reémetro oscilatorio AR-G2
(TA Instruments, Waters LLC; Newcastle, DE, EE. UU.), asociado a un anillo de Du Nouy
(Figura 46). Los ensayos se realizaron en el rango de viscoeslasticidad lineal a una frecuencia
constante de 0,3 Hz, una deformacion fija del 3,0% y un gap de 9000 um (seccion 2.1.1.4). El
seguimiento de las propiedades reoldgicas de las peliculas interfaciales se realiz6 mediante la
variacion de la viscosidad compleja interfacial (n*) en funcién del tiempo. n* se calculd

empleando la ecuacion 43 (seccion 1.11.17.2) (Baldursdottir et al., 2010).

3.1.22. Preparacion de emulsiones o/w

Las emulsiones se prepararon empleando un proceso de homogeneizacién de dos etapas

consecutivas:

I) Homogeneizacion primaria: Se prepararon pre-emulsiones o emulsiones groseras por
homogenizacion de 15 g de dispersiones acuosas (1,0% proteina P/P en buffer fosfato de sodio
10 mM, ajustadas a pH entre 3,0 a 5,0 con HCI 1,0 M) con 5 g de aceite refinado de girasol
(Molino Cafiuelas, Cafuelas, Argentina) en un recipiente de policloruro de vinilo (PVC) de 30
mm de didmetro interno. Se emple6 un homogeneizador de alta velocidad rotor/estator
Ultraturrax T-25 usando la punta de dispersion S25N-8G (IKA Labortechnik, Staufen,

Alemania). La homogeneizacidn se llevé a cabo durante 1 min a 20.000 rpm.

I1) Homogeneizacion secundaria: Las emulsiones finales se obtuvieron por sonicacion
de las pre-emulsiones empleando un homogeneizador ultrasonico de alta intensidad Sonic
Vibracell 750VCX (Sonic & Materials Inc.; Newtown, EE. UU.). La sonicacién se llevé a cabo
con un tiempo efectivo de 3 min (con secuencias on/off de 20 s), operando a 20 kHz y 40% de
amplitud. Durante la homogeneizacion ultrasonica, el recipiente se introdujo en un bafio de agua-

hielo para permitir la disipacién eficiente del calor generado durante la misma. Las emulsiones
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finales fueron inmediatamente caracterizadas y/o sometidas a los distintos tratamientos

tecnoldgicos (secciones 3.1.22 y 3.1.23).

3.1.23. Tratamiento de estrés tecnoldgico sobre las emulsiones o/w

3.1.23.1. Congelacién/descongelacion

Las emulsiones recién preparadas (10 mL) se transfirieron a recipientes verticales de PVC
con tapa plastica y 30 mm de diametro interno y se almacenaron durante 24 h en un freezer
convencional a —18 + 2 °C. Finalmente, las emulsiones se descongelaron en un bafio de agua a

30 £ 2°C durante 1 h y fueron inmediatamente caracterizadas (seccion 3.1.23).

3.1.23.2. Agitacion mecanica controlada

Para llevar a cabo el tratamiento de agitacion mecéanica controlada, las emulsiones (20
mL) se transfirieron a recipientes verticales de PVC y 30 mm de didmetro interno. Luego, las
emulsiones se colocaron en una cabina de agitacion orbital (Ferca TT400; Ferca Equipamientos,
Buenos Aires, Argentina). El tratamiento se realizé sometiendo las emulsiones a un esfuerzo de
corte mecanico a 275 rpm durante 40 min, tomando alicuotas de 1 mL cada 10 min con el
objetivo de monitorear la desestabilizacion de las emulsiones por medio de las técnicas de

caracterizacion descriptas en la seccion 3.1.23.

3.1.24. Ensayos de caracterizacion de las emulsiones

3.1.24.1. Distribucion de tamafio de particula

La DTP de las emulsiones se determind por dispersion estatica de luz empleando un
analizador de tamafio de particula Malvern Mastersizer modelo 2000-E (Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, Reino Unido) asociado a una unidad de dispersion por via himeda (Hydro
2000 MU). Las medidas se realizaron usando agua como dispersante y la velocidad del émbolo
agitador en la unidad dispersora fue de 2000 rpm. Para llevar a cabo las mediciones, las
emulsiones iniciales o sometidas a distintos tratamientos (secciones 3.1.22.1 y 3.1.22.2) se
diluyeron en el dispersante hasta alcanzar un nivel de turbidez adecuado. Los parametros 6pticos

empleados para la conversion del patrén angular de dispersion de luz en la DTP fueron: indice
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de refraccion del dispersante: 1,33, indice de refraccion de la fase dispersa (aceite de girasol):
1,47 y coeficiente de absorcion: 0,001 Para evaluar el grado de floculacion de las emulsiones,
antes de realizar las medidas, las emulsiones diluidas en el dispersante se sometieron a una
sonicacion de baja energia (40 W, 1 min) empleando la punta ultrasénica asociada a la unidad de
dispersion (Higashitani et al., 1993; Porfiri et al., 2016). A partir de las DTP de las emulsiones
sin y con tratamiento previo de sonicacion, se obtuvieron los diametros promedios de Sauter
(D3s2) y de De Brouckere (Da43). Finalmente, el grado de floculacion (GF) se calculé empleando
la ecuacion 48.

3.1.24.2. Comportamiento de flujo

El comportamiento de flujo de las emulsiones iniciales se realizé empleando un re6metro
AR-G2 (TA Instruments, Waters LLC; Newcastle, DE, EE. UU) asociado a una geometria cono-
plato (didmetro 40 mm y angulo 2°; gap = 1000 um). Los ensayos se realizaron a una velocidad
de deformacion entre 0,01 a 200 s? y a una temperatura de 25 + 1°C, controlada mediante un
bafio termostatizado (Julabo ACW100, Julabo Labortechnik; Seelbach, Alemania) adaptado al
reometro. Antes del inicio de los ensayos, todas las emulsiones se dejaron en reposo durante 2
min para equilibrar la temperatura. Las determinaciones se realizaron por triplicado y las curvas

de flujo se ajustaron al modelo reoldgico de la Ley de Potencia (ecuacion 49).

3.1.24.3. Evaluacion de la microestructura

Para evaluar la microestructura de las emulsiones, se tomaron alicuotas de 10 pL de
emulsion y posteriormente se diluyeron en proporcion 1:10 (V/v) con agua destilada ajustada al
mismo pH de las emulsiones (3,0, 4,0 o 5,0). Las emulsiones diluidas se colocaron en un
portaobjetos (75 mm x 25 mm) y se cubrieron cuidadosamente con un cubreobjeto (22 mm x 22
mm). Las observaciones se realizaron empleando un lector multimodal de imagen Cytation 5
(BioTek Instruments, Inc.; Winooski, VT, EE. UU.), con un aumento de 100x y 200x. Las

imagenes se procesaron con software Gen 5 (R) asociado al equipo.
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3.1.25. Caracterizacion fisicoquimica de dispersiones mixtas de concentrado de suero de

soja (CSS) y polisacarido soluble de soja (SSPS) para la preparacion de emulsiones o/w

3.1.25.1. Dependencia de la turbidez de las dispersiones con el pH

En primer lugar, se prepararon dispersiones acuosas (0,1% P/p) de CST, SSPS vy
CSS/SSPS (relacion masica 1/1) por agitacion magnética durante 3 h en agua destilada, en urea
6,0 M y en solucion de urea 6,0 M con ditiotreitol (DTT) 30 mM (seccién 1.1.14) (Zhu et al.,
2017). Para obtener las curvas de turbidez en funcién del pH se agregaron alicuotas sucesivas de
HCI 0,1 M a las dispersiones (20 mL) bajo agitacion magnética suave y constante. Luego del
agregado de cada alicuota del &cido se registro el valor del pH e inmediatamente despues se
determino la turbidez por medida de la absorbancia a 600 nm (espectrofotometro UV-visible
T60, PG Instruments; Leicestershire, Reino Unido).

3.1.25.2. Distribucion de tamafo de particula por dispersion dindmica de luz (DLS,

Dynamic Light Scattering)

La técnica de dispersion dindmica de luz evalGa el movimiento browniano y lo relaciona
con el tamafio de las particulas a traves del andlisis de las fluctuaciones que ocurren en la
intensidad de la luz dispersada por la muestra. Para obtener la distribucion de tamafio de particula
(DTP), Se prepararon dispersiones acuosas de CSS, SSPS y CSS/SSPS (relacion masica /1) con
agua bidestilada (0,1 % P/p) por agitacion magnética durante 2 h, a pH isoionico (5,0-6,0) y a
pH 3,0, ajustado con solucion de HCI 1,0 M.. Seguidamente, se filtraron las dispersiones
empleando un papel de filtro de celulosa cualitativo grado 1 Whatman N°1(cut off 11um); las
dispersiones filtradas se depositaron en celdas de acetato (modelo DTS0012). Se empled un
analizador Malvern Zetasizer ZSP ZEN 5600 (Malvern Panalytical Ltd; Worcestershire, Reino
Unido). Las determinaciones se realizaron a 25 °C y los indices de refraccion seleccionados de
la fase dispersa y del dispersante fueron 1,52 y 1,33, respectivamente. Las determinaciones se

realizaron por triplicado, con 3 lecturas sucesivas por réplica.
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3.1.25.3. Determinacion del potencial-£

El potencial-C de las dispersiones se determind en dispersiones acuosas de CSS, SSPS y
CSS/SSPS (relacion masica /1) preparadas con agua bidestilada (0,1 % P/p) con agitacion
magnética durante 2 h. Las determinaciones se realizaron al pH isoiénico de las dispersiones
(5,0-6,0) y a pH 3,0, ajustado con soluciéon de HCI 1,0 M. Después del ajuste del pH, las
dispersiones se filtraron usando un papel de filtro de celulosa Whatman N° 1. Las dispersiones
filtradas se cargaron en celdas capilares (modelo DTS1070) (Figura 24, seccion 1.1.15) y el
potencial-{ se midi6 a 25 °C usando un analizador Malvern Zetasizer ZSP ZEN 5600 (Malvern
Panalytical Ltd; Worcestershire, Reino Unido) a un &ngulo fijo de 173°. Las determinaciones se

realizaron en tres dispersiones preparadas en forma independiente y con 20 lecturas por réplica.

3.1.26. Evaluacion de propiedades interfaciales en interfase aceite/agua

3.1.26.1. Determinacion de la tension interfacial

La tension interfacial en la interfase aceite/agua se midio a 25 °C en las mismas
condiciones detalladas en la seccion 3.1.20.3. Se prepararon dispersiones acuosas (0,25 % de
proteina % F/p), de CSS, SSPS y CSS/SSPS (relacion masica 1:1) a pH 3,0 ajustado con solucidn
de HCI 1,0 M. Para la determinacion se empled un tensiometro LaudaTD3 LMT 850 (Lauda
Kdnigshofen; Alemania). A partir del valor de la tension interfacial de equilibrio de la dispersion
(vi,p) Yy la del agua ajustada al mismo pH de la dispersion (yi ), se calculé la presion interfacial

(wi) empleando la ecuacion 47.

3.1.26.2. Evaluacion de la reologia interfacial

Las propiedades interfaciales en la interfase aceite/agua se evalué en dispersiones
acuosas (2,0 y 3,0 % P/p) de CSS, SSPS y CSS/SSPS (relacion mésica 1/1) ajustadas a pH 3,0
con solucién de HCI 1,0 M. Se emple6 un redmetro oscilatorio AR-G2 (TA Instruments, Waters

LLC; Newcastle, DE, EE. UU.) asociado a un anillo de Du Nodly. Los ensayos se realizaron en
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el rango de viscoelasticidad lineal a una frecuencia constante de 0,3 Hz, una deformacion fija
del 3,0% y un gap de 9000 um (seccion 2.1.1.4). El sequimiento de las propiedades reologicas
de las peliculas interfaciales se realizé mediante la variacion de la viscosidad compleja interfacial
(m*) en funcién del tiempo. n* se calculé empleando la ecuacién 43 (seccién 1.11.17.2)
(Baldursdottir et al., 2010).

3.1.27. Preparacién de emulsiones o/w a partir de dispersiones mixtas de concentrado de
suero de soja y polisacarido soluble de soja

Las emulsiones o/w se prepararon a partir de dispersiones acuosas Yy aceite refinado de
girasol (Molino Cafiuelas, Cafuelas, Argentina) por medio de las siguientes estrategias:

3.1.27.1. Complejacion en fase acuosa (CFA)

Se prepararon 16,0 g de dispersiones acuosas de CSS/SSPS (relacion masica 1/1) 2,0 y
3,0 % P/p ajustadas a pH 3,0 con solucién de HCI 1,0 M, por agitacién magnética durante 2 h.
Ademas, como controles se prepararon dispersiones de CSS y de SSPS 2,0y 3,0% P/p al mismo

pH. El proceso de homogenizacion se realizd en dos etapas consecutivas:

I) Homogeneizacion primaria: Las pre-emulsiones o emulsiones groseras se prepararon
por homogeneizacion de 16,0 g de dispersiones acuosas y 4,0 g de aceite refinado de girasol (¢m
=0,2) en un recipiente de policloruro de vinilo (PVC) de 30 mm de didmetro interno. Se empleo
un homogeneizador de alta velocidad rotor/estator Ultraturrax T-25 usando la punta de
dispersion S25N-8G (IKA Labortechnik, Staufen, Alemania). La homogeneizacion se llevo a

cabo durante 1 min a 20.000 rpm.

I) Homogenizacion secundaria: Las pre-emulsiones se sonicaron empleando un
homogeneizador ultrasénico de alta intensidad Sonic Vibracell 750V CX (Sonic & Materials Inc.;
Newtown, EE. UU.). La sonicacion se llevo a cabo con un tiempo efectivo de 3 min (con
secuencias on/off de 20 s), operando a 20 kHz y 40% de amplitud. Durante la homogeneizacion
ultrasonica, el recipiente se introdujo en un bafio de agua-hielo para permitir la disipacion

eficiente del calor generado durante la misma. Las emulsiones obtenidas se diluyeron con 20,0
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g de agua destilada ajustada a pH 3,0 para obtener las emulsiones finales con una fraccion mésica
de fase dispersa de 0,1 (¢m = 0,1).

3.1.27.2. Complejacion en interfase (CIF)

En primer lugar, se prepararon 16,0 g de dispersiones acuosas de CSS (2,0 0 3,0 % "/p)
a pH isoidnico en agua destilada por agitacion magnética durante 2 h. Las dispersiones se
mezclaron con 4 g de aceite de girasol y fueron sometidas a los 2 procesos de homogeneizacién
descripto en la seccion 3.1.26.1. Las emulsiones finales se diluyeron con 20 g de dispersiones
acuosas de SSPS (2,0 0 3,0% Pjp) con posterior ajuste de pH a 3,0 con solucién de HCI 1,0 M. La

fraccion mésica de fase dispersa de las emulsiones finales fue de 0,1 (¢m=0,1).
3.1.27.3. Complejacion en interfase con posterior sonicacion (CIFS)

Las emulsiones CIFS (¢m= 0,1) se prepararon de acuerdo con el procedimiento descripto
en la seccion anterior (seccion 3.1.26.2). Luego se realizd una homogenizacion ultrasonica

adicional en las mismas condiciones (3,0 min con secuencia on/off de 20 s, 20 kHz y 40 %

amplitud), obteniendo emulsiones finales con tres procesos de homogeneizacion.

3.1.28. Tratamientos de estrés tecnologico sobre las emulsiones o/w

3.1.28.1. Congelacidn/descongelacion

Las emulsiones recién preparadas (10 mL) se transfirieron a recipientes verticales de PVC
con tapa plastica y 30 mm de diametro interno y se almacenaron durante 24, 72 y 168 h en un
freezer convencional a —18 £ 2 °C. Finalmente, las emulsiones se descongelaron en un bafio de

agua a 30 + 2°C durante 1 h y fueron inmediatamente caracterizadas (seccion 3.1.28).
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3.1.28.2. Agitacion mecanica controlada

El tratamiento de agitacion mecénica controlada se realiz6 colocando las emulsiones en
una cabina de agitacion orbital (Ferca TT400; Ferca Equipamientos, Buenos Aires, Argentina).
Las condiciones del tratamiento fueron similares a las descriptas en la seccion 3.1.22.2. La
desestabilizacion de las emulsiones se evaludé por medio de las técnicas de caracterizacion

descriptas en la seccién 3.1.28.

3.1.29. Ensayos de caracterizacion de las emulsiones

3.1.29.1. Distribucion de tamafio de particula

La DTP de las emulsiones se determinG por dispersion estatica de luz empleando un
analizador Malvern Mastersizer 2000-E, asociado a una unidad de dispersion por via himeda
Hydro 2000 MU Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Las condiciones de
medicion y la obtencion de los parametros correspondientes (D32, Das y GF) se describieron

detalladamente en la secciéon 3.1.23.1.

3.1.29.2. Comportamiento de flujo

El comportamiento de flujo de las emulsiones iniciales se realizé empleando un reémetro
AR-G2 (TA Instruments, Waters LLC; Newcastle, DE, EE. UU.) asociado a una geometria cono-
plato (diametro 40 mm y angulo 2°; gap = 1000 um). Los ensayos se realizaron a 25 = 1°C, en
las mismas condiciones descriptas en la seccion 3.1.23.2. Las determinaciones se realizaron por
triplicado y las curvas de flujo se ajustaron al modelo reoldgico de la Ley de Potencia (ecuacién
49).

3.1.29.3. Evaluacion de la microestructura

La microestructura de las emulsiones se evalué empleando un lector multimodal de
imagen Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc.; Winooski, VT, EE. UU.), de acuerdo con el

procedimiento descripto en la seccion 3.1.23.4.
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3.1.29.4. Evaluacion de la estabilidad global en condiciones estacionarias por dispersion

multiple de luz

La estabilidad global de las emulsiones se determind por dispersion de luz en un
analizador vertical de barrido Turbiscan lab (Formulation, Francia) a una longitud de onda
(A=850 nm). Las emulsiones se colocaron en celdas cilindricas (80 mm) y se registraron los
valores de transmitancia (T%) y retrodispersion o backscattering (BS%) en funcién de la altura
de la celda. Las emulsiones fueron almacenadas durante 7 dias, realizando mediciones de los
perfiles a los 3 y 7 dias de almacenamiento. Para evaluar la estabilidad de las emulsiones se
determind el indice de estabilidad de Turbiscan (TSI). EI TSI es un célculo basado en los datos
brutos que obtiene el analizador: a partir de los valores de transmitancia (T%) y backscattering
(BS%), se obtiene como resultado un unico nimero que refleja la desestabilizacion del sistema
disperso. Cuanto mayor es el valor de TSI, mayor es la desestabilizacion en la muestra. EI TSI

se calcul6 como:

TSI =

I (54)

z Y. h|Barrido; (h) — Barrido;_,(h)|
i
Donde el barrido (h) es la trasmitancia del i-ésimo barrido a una altura de h, y H es la
altura total de la muestra medida (Wang, Li, & Zhang, 2018).

3.1.30. Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado (n = 3) y los resultados se
informaron como el promedio + desvio estdndar. Los datos se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) vy las diferencias entre las medias se evaluaron usando la prueba de Fisher
(LSD) a un nivel de significancia del 5% (p <0.05). El analisis estadistico se realizé con el

software Statgraphics Centurion XV (Statpoint Technologies Inc.; Warrenton, VA, EE. UU.).
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3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En la primera parte del presente capitulo se caracterizard el concentrado de suero de
soja (CSS) en forma comparativa con el concentrado de suero de tofu obtenido a la misma
temperatura (CST80). Siguiendo el mismo orden de los capitulos 1 y 2, en primer lugar, se
evaluaran la composicion quimica, las propiedades estructurales, el comportamiento superficial
en la interfase aire/agua y las propiedades espumantes; en segundo lugar, se estudiara el
comportamiento interfacial en la interfase aceite/agua, las propiedades emulsificantes y la
estabilidad de las emulsiones O/W frente a tratamientos tecnoldgicos.

Finalmente, en la parte final del capitulo se estudiara la formacion de complejos entre el
CSS y el polisacarido soluble de soja (SSPS), el empleo en la formulacion de emulsiones O/W
en medio &cido (pH 3,0) y la estabilidad de las mismas frente a tratamientos de estrés
tecnologico.

3.2.1. Composicion quimica del suero de soja

En primer lugar, se analizé la composicion del suero de soja (SS) elaborado en el
laboratorio (seccion 3.1.2). EI SS presentd una densidad y un contenido de solidos totales de
1066 £ 2 g/L y 25,0 + 2,0 g/L, respectivamente. En la Tabla 24 se presentan los contenidos de
proteina bruta (Nx6,25), carbohidratos totales y cenizas hallados en el SS de partida. Los
contenidos observados fueron similares a los informados para otros sueros de soja en trabajos
anteriores (Li et al., 2014; Li et al., 2018; Chua y Liu, 2019).

El analisis comparativo entre la composicion quimica del ST y del SS revelé un menor
grado de dilucion del SS, acorde con un mayor contenido de solidos totales (Tablas 7 y 23).
Las condiciones de obtencion y la materia prima usadas influyen sustancialmente en la
composicion de los sueros: el SS se obtuvo en el laboratorio en condiciones estandarizadas,
donde se utiliza una relacién masica definida entre la harina desgrasada y agua destilada en la
preparacion de la dispersion inicial (Sorgentini y Wagner, 1999); en cambio, el ST al ser
recolectado como un efluente industrial presenta una mayor variabilidad de composicién, aun

en los obtenidos en la misma empresa elaboradora (Sobral, 2015).
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Tabla 24: Composicion quimica del suero de soja (SS) empleado en la preparacion del concentrado del
suero de soja.

Hidratos de carbono
Proteina bruta

Muestra totales Cenizas (g/L)
(Nx6,25) (g/L)
(g/L)

SS 43+0,1 10,2+0,3 2,5%+0,2

Los contenidos de proteina bruta (Nx6,25) y de hidratos de carbono totales del SS
fueron mayores a los del ST, resultado acorde con el mayor contenido de sélidos totales
(Tablas 7 y 23). No obstante, el menor contenido de proteinas del ST tambien estaria asociado
a una retencién mas eficiente de las mismas en la formacion de la red proteica del tofu durante
su elaboracion industrial (Sobral et al., 2018). En relacion con los hidratos de carbono del SS,
los mismos son de caracter no amiladceo debido a que la soja contiene sélo trazas de almiddn
(Karr-Lilienthal et al., 2005). En la primera etapa de centrifugacion de la dispersion acuosa
alcalina de la harina de soja se elimina la mayor parte de los polisacaridos insolubles
(Sorgentini y Wagner, 1999). Por ende, los hidratos de carbono presentes en el SS serian
azucares simples (sacarosa y oligosacaridos) y polisacaridos solubles que permanecen en dicho
liquido luego de la precipitacion isoeléctrica de las proteinas de reserva.

Ademas, aunque el SS tiene un mayor contenido de solidos totales, exhibié un
contenido de cenizas inferior al del ST. Durante la obtencion del tofu se emplean sales de
calcio como agentes precipitantes y una parte importante del catién divalente permanece en el
ST. (Ben Ounis et al., 2008). Como se menciono anteriormente, el calcio tiene una importante
contribucién al contenido de cenizas del ST (Tabla 7). En cambio, el contenido de minerales
presentes en el SS, ademas de los propios aportados por la harina de soja de partida, provienen
de los reactivos utilizados (NaOH y HCI) en las etapas de ajuste de pH durante su obtencion
(Sorgentini y Wagner, 1999). EI contenido de calcio para el SS fue de 0,033 g/L el cual se
obtuvo extrapolando los valores reportados para la harina de soja (Mateos et al., 2009). Por lo
tanto, el contenido de calcio es diez veces mayor en el ST (Tabla 7), lo cual se relaciona con
los factores mencionados previamente. La composicién quimica diferente del SS y del ST es
esperable que influya en la composicion y caracteristicas de los concentrados obtenidos a partir

de estos sueros.
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3.2.2. Composicion quimica, propiedades estructurales, superficiales y espumantes del

concentrado obtenido a partir de suero de soja

En esta seccion, se analizara la composicion quimica y las propiedades estructurales,
superficiales y espumantes del concentrado obtenido a partir del SS, cuya composicién quimica

se mostro en la seccidn anterior.

3.2.2.1 Rendimiento de obtencién y composicion quimica

El concentrado de suero de soja (CSS), obtenido a partir de una dispersion acuosa de
harina de soja desgrasada, registré un rendimiento de obtencion de 0,4 % F/p. Este valor fue
similar al obtenido para el concentrado de suero de tofu obtenido a la misma temperatura
(CST80, seccion 1.2.2). La composicion quimica del CSS se muestra en la Tabla 25. Este
concentrado presentd un contenido de proteinas mayor que el de CST80, atribuyéndose al
empleo de un SS maés rico en proteinas (Tablas 7 y 24). Por medio de ensayos de calorimetria
diferencia de barrido (DSC) se corrobord que las proteinas del CSS tienen un alto grado de
desnaturalizacion, tomando como referencia el trabajo publicado por Sorgentini y Wagner
(1999), donde la entalpia total de las proteinas nativas del suero de soja fue de 10,8+1,2 J/g,
frente a 1,7+0,5 J/g en nuestro CSS, lo cual nos indica que solo habria un 15 % de proteinas
nativas, o0 sea, con un 85% de desnaturalizacion. En los termogramas (dato no mostrado) se
observé que la lectina esté parcialmente desnaturalizada. No se observaron picos de KTI, por lo
tanto, se supone que se encuentra totalmente desnaturalizado. Respecto al contenido de lisina
total, el CSS no presentd diferencias significativas respecto al CST80; sin embargo, el
contenido de lisina no reactiva (LNR) fue ligeramente mayor para el concentrado de suero de
soja (Tablas 8 y 24). El tratamiento hidrotérmico y la disponibilidad de proteinas, azucares
simples reductores y polisacaridos con extremos reductores (en la cadena principal y las
ramificaciones) son esenciales para promover la reacciones de glicosilacion (Ingrassia et al.,
2017). En este caso, el grado de glicosilacion ligeramente mayor del CSS podria atribuirse a un
mayor porcentaje de proteina del SS y a diferencias en el contenido de hidratos de carbono

disponibles para la glicosilacion en ambos sueros.
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Ademas, el contenido de cenizas y en especial, de calcio en el CSS fue menor en
comparacion con el de los concentrados de suero de tofu. Este resultado se atribuye a la
presencia de ion calcio, que permanece en el ST después de la precipitacion de las proteinas de
reserva durante la elaboraciéon del tofu (Ben Ounis et al., 2008; Meng et al., 2016) y no es
totalmente eliminado en la etapa de diélisis durante la preparacién de los concentrados (Tablas
7'y 8). En cambio, el bajo contenido de calcio del CSS se atribuye a que esta muestra proviene
de la harina de soja de partida, y a que no se utilizan sales de calcio en el proceso de
preparacion del SS (seccién 3.1.2).

Finalmente, el porcentaje de hidratos de carbono totales se atribuiria fundamentalmente
a la presencia de polisacéaridos no amilaceos solubles, dado que la mayor parte de los azlcares
simples presentes originalmente en el SS se eliminaron durante la etapa de dialisis. De hecho,
la relacion masica proteina/hidratos de carbono totales del CSS fue muy superior a la
observada en el SS (Tablas 23 y 24). El contenido de fibra dietaria total, determinada por el
tratamiento gravimétrico-enzimatico fue muy inferior al de hidratos de carbono totales; esta
diferencia seria consistente con los diferentes procedimientos experimentales y componentes
que contribuyen a cada determinacion, como se menciond en el capitulo anterior (seccion
1.2.2.1).

Tabla 25: Composicion quimica (% "/p, expresada en base seca) del concentrado de suero de soja
(CSS) obtenido por tratamiento término del suero de soja a presion reducida 80 °C. El porcentaje de
humedad (°/p) de CSS fue de 10,5 + 0,1.

Composicién quimica CSS
Proteina cruda (Nx6.25) 51,4+0,3
Lisina total (L) 3,56+0,2
Lisina no reactiva (LNR) 30,4+0,1
Carbohidratos totales 38,9+0,7
Fibra dietaria total 21,2+0/4
Cenizas 79+0,1
Calcio total 0,30 = 0,05

Los pardmetros de composicion se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n = 3) +
desvio estandar. LNR se expresd como % P/p sobre LT.
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3.2.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con
tricina (TSDS-PAGE)

La composicién polipeptidica del CSS se analizdé por TSDS-PAGE en condiciones no
reductoras y reductoras. En ausencia de agente reductor (Figura 66a) se observa en la parte
superior del gel apilador la presencia de agregados proteicos de alto PM que permanecen en el
punto de siembra. En la zona superior del gel separador se observaron bandas tenues de PM
entre 60 y 90 kDa correspondiente a subunidades de B-conglicinina (Nishinari et al., 2014).
Ademas, se evidenciaron las bandas correspondientes a la subunidad de lectina (~35 kDa) y al
KTI (~20 kDa) (Li et al., 2018). Por debajo de 14 kDa se observaron bandas muy tenues, las
cual se pueden asociar a péptidos de bajo peso molecular y a la presencia del BBTI (Ren et al.,
2009; Nishinari et al., 2014).
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Figura 66: Perfil de TSDS-PAGE del concentrado proteico de suero se soja (CSS) obtenido por
tratamiento térmico del suero de soja a presion reducida a 80 °C: a) condiciones no reductoras. b)
condiciones reductoras en presencia de B-mercaptoetanol. Marcadores de peso molecular (PM): a-lacto
albimina, 14,4 kDa; inhibidor de tripsina, 20,1 kDa; anhidrasa carbénica, 30,0 kDa; ovoalbimina, 43,0
kDa; albimina de suero bovino, 67,0 kDa y fosforilasa b, 94,0 kDa. La letra P indica la presencia de

agregados proteicos en la parte superior del gel apilador.
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En condiciones reductoras (Figura 66b), se observo casi una desaparicion completa de
la banda de agregados en la parte superior del gel apilador, con un incremento leve en la
intensidad de las bandas correspondientes a las subunidades de la B-conglicinina y de KTI.
Este resultado se atribuiria a la estabilizacion de los agregados por enlaces disulfuro, dado que
desaparecieron en presencia de p-mercaptoetanol. En base a los resultados obtenidos, la
composicién polipeptidica del CSS con una prevalencia del KTI y la lectina, fue similar a la
informada en trabajos previos para proteinas aisladas del SS (Li et al, 2018; Ren et al, 2009).

El analisis comparativo de los perfiles TSDS-PAGE de CSS y CST80 revel6 una mayor
contribucion de las subunidades de la B-conglicinina en CST80 asi como la presencia de la
fraccion BPM que no se evidenci6 en el CSS (Figuras 31 y 66). En la preparacién del SS, el
ajuste a pH 4,5 fue muy eficiente para precipitar casi totalmente las proteinas de reserva, en
tanto que el tratamiento de la leche de soja con sales de calcio durante la elaboracion industrial
del tofu no removié totalmente la B-conglicinina, quedando parte de la misma en el ST y por
ende, en CST80.

3.2.2.3. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 67 se muestra el espectro FTIR del CSS en la region denominada
fingerprint (1800-800 cm™). En el mismo se observaron los picos caracteristicos de amida | y
amida 1l a 1647 y 1545 cm?, respectivamente (Nakamura et al., 2006) y amida 11" (1390-1340
cm?) y amida 111 (1271-1311 cm™) (Singh, 2000), los cuales se atribuyen principalmente a la
presencia de proteinas en el concentrado. Las sefiales observadas a partir de ~1315cm*
corresponden a las vibraciones oscilantes de CHz en las pectinas (galactomananos) y las bandas
de adsorcion a 1044, 1073 y 1143cm™ corresponden a la zona de adsorcion de polisacéridos
(Cerna et al., 2003). En la figura 67b se realizé una deconvolucion espectral y se observa una
atenuacion en el pico 1611 cm?, el cual corresponde a la flexion del enlace NH del grupo
amida y los residuos de glutamina (Kong y Yu, 2007). La atenuacion en esta banda también se
evidencié en CST80 (Figura 67c), lo que estaria indicando la disminucion en la movilidad de
las cadenas laterales de aminoécidos, promovido por el tratamiento térmico a 80°C. En el CSS

también se observaron cambios en los picos entre 1641cm™ y 1645 cm? y una marcada
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disminucion del pico 1670 cm®, al igual que en el concentrado obtenido a 80°C sin
neutralizacion (Figura 67c), lo que estaria indicando un desorden en la estructura de los

concentrados obtenidos a mayor temperatura (Krimm y Bandekar, 1986; Kong y Yu 2007).

En CSS se redujo la intensidad en las bandas de adsorcion en la region de amida | y
amida Il respecto a CST80. Por lo tanto, el tratamiento térmico afectd en mayor medida la
estructura secundaria de las proteinas del SS, por el incremento en la interaccion entre
biopolimeros, lo cual se refleja en una mayor glicosilacién (Tablas 8 y 25). Ingrassia et al.
(2017) reportd la disminucion significativa en la banda de adsorcion de las amidas, inducida
por la glicosilacion y agregacion de las proteinas de la harina de soja. No obstante, en este caso
también hay un efecto de la diferente composicion quimica y polipeptidica de las muestras en
la intensidad de las bandas de absorcion.
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Figura 67: a) Espectro FTIR (1800-800 cm™); b) espectro FTIR (Zonas de amida I-11, 1680-1520 cm*
luego de una deconvolucidn espectral) del concentrado de suero de soja (CSS) obtenido por tratamiento
térmico del suero de soja a presion reducida a 80°C y ¢) comparativo de los espectros FTIR (1800-800
cm™) del concentrado de suero de tofu obtenido a la misma temperatura (CST80) y CSS. Los espectros

obtenidos son el resultado de 45 barridos con una resolucién de 4 cm™.
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3.2.2.4. Andlisis termo-gravimétrico (TGA)

La estabilidad del CSS a la termodegradacion se estudié por TGA en atmdsferas de
nitrogeno y aire, en un programa de calentamiento similar al realizado para los concentrados de
suero de tofu (Figuras 33 y 42). Para el CSS también se definieron tres zonas de
termodegradacion, 1, Il y Il (Figura 68). En primer lugar, la transicion a temperaturas
inferiores a 150 °C seria consistente con la pérdida de humedad o deshidratacion del
concentrado (Ogale et al., 2000; Park y Bell, 2004). Los picos observados en la zona | (Tp =
210,8 °C) y Il (Tp = 310,2 °C) se atribuirian a la descomposicion térmica parcial de proteinas y
polisacaridos, respectivamente (Kumar et al., 2010; Kadam et al., 2013; Werner et al., 2013).
En la zona Ill, se observd un pico ancho (Tp = 534,5 °C), vinculado a la descomposicion
térmica de los biopolimeros parcialmente degradados, lograndose con la incorporacion de aire
a 700 °C, la oxidacién completa. En peliculas biodegradables de suero lacteo (WPI) y aislado
proteicos de soja (SPI) se han reportado eventos térmicos a temperaturas cercanas a las
nuestras (Kumar et al., 2010; Song et al. 2011; Kadam et al., 2013).

La pérdida de masa (Am) fue mayor para el concentrado de suero de soja en la zona |
donde hay una reduccion en la masa del 32,5 % en tanto para CST80 solo se reduce el 10,9 %,
luego en la zona Il en CSS la degradacion ocurre en una sola transicion a 310 °C, en tanto en
CST80 hay dos transiciones adicionales a mayor temperatura (Tabla 26). Ademas, a 700 °C la
pérdida parcial de masa para CSS y CST80 fue de 92,8 y 58,0 %, respectivamente. La mayor
estabilidad térmica de CST podria atribuirse a las diferencias en la composicion quimica y
especificamente al mayor contenido de sales, especialmente de calcio, que otorga estabilidad
térmica a los biopolimeros presentes en los concentrado (Sorgentiniy Wagner 1999; Sobral et
al., 2010). Ademas, el concentrado de suero de soja tiene sus proteinas en un menor estado de
agregacion, respecto a CST80, incrementando la susceptibilidad de las proteinas a la
degradacion térmica. Estos resultados se pueden corroborar por medio de los ensayos de

solubilidad proteica, los cuales se discutiran en una seccion posterior (3.2.2.6)
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Figura 68: Perfiles diferenciales de degradaciéon térmica de concentrado de suero de soja (CSS)
obtenido por tratamiento térmico del suero de soja a presion reducida a 80 °C. Condiciones de

calentamiento: 20—700 °C (atmdsfera de nitrogeno); 700—900 °C (atmosfera de aire). Velocidad de
calentamiento: 10 °C-min™,
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Tabla 26: Parametros de termodegradacion obtenidos por andlisis termo-gravimétrico (TGA) de
concentrado de suero de soja (CSS) obtenido por tratamiento del suero de soja a presion reducida a 80
°C. A fines comparativos, se muestran los parametros de termodegradacion de CST80. En cada zona de
termodegradacion de la curva derivada del TGA (Figura 71), se obtuvieron las temperaturas de pico
(Tp°C) y la pérdida parcial de masa (Am, %).

Zona Parametros Muestra
CSS CST80

220,8+ 0,52 224,7+0,6°

Zona | (150-260 °C) Tpl 08+05 706
Aml 325+0,7° 10,9+0,52
Tp 2 310,2+0,4° 303,0+0,62

Zona 11 (260-430°C) Tp2 Sin pico 339,8+0,5
Tp2” Sin pico 380,2+0,5

Am2 30,50 +£ 0,32 38,1+0,3"
Zona Il Tp3 534,5+ 0,52 650,3 + 0,5°

(430-700°C) AM3 16,4+0,6° 0,8 +0,12

Los valores promedio en una misma fila seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p <0,05)
segun lo determinado por la prueba de Fisher.

3.2.2.5. Dependencia de la turbidez y el potencial-¢ con el pH

En esta seccion se evalud la dependencia del pH sobre la turbidez de las dispersiones
acuosas de CSS en agua, urea 6,0 M y urea 6,0 M+DTT 30 mM (Zhu et al., 2017). A fines
comparativos, se incluyeron las curvas de turbidez de CST80 (Figura 69). Al inicio del ensayo,
la dispersién de CSS en agua destilada mostré un valor de pH ~ 5,5 (Figura 69). El bajo pH
inicial de la dispersion acuosa del CSS esta asociado al pH inicial del SS de partida (pH 4,5,
seccion 3.1.3), dado que el mismo no fue neutralizado antes de la etapa de dialisis. Al
descender el pH la turbidez se incrementd hasta obtener valores maximos con dos picos en
CSS a 2,6 y 3,7, en tanto que CST80 exhibié un valor maximo definido a pH 4,4. Con el
posterior agregado de solucién de HCI hasta pH 2,0, se observd una leve disminucion de la
turbidez. Como se menciond anteriormente, la méaxima turbidez se asocia al debilitamiento de

la repulsion electrostéatica entre las moléculas de biopolimeros favoreciendo la auto-asociacion.
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Figura 69: Efecto del pH sobre la turbidez de dispersiones acuosas (0,1 % F/p) de concentrados de
sueros de soja (CSS) y de tofu (CST80) obtenidos por tratamiento térmico de los sueros a presién

reducida a 80 °C: a) en agua destilada; b) en solucion de urea 6,0 M; ¢) en solucion de urea 6,0 M +

ditiotreitol (DTT, 30 mM).

Ademas, la variacion de potencial-C en funcién del pH en dispersion acuosa se muestra
en la Figura 70. EI CSS exhibié una carga cercana a cero a pH entre 3,0 y 4,0. Este resultado
se asocia al mayor grado de agregacion que presento la muestra en este rango de pH (Figura
69a) y estaria de acuerdo con la cercania al punto isoeléctrico de las proteinas de suero de soja
(~pH 4,5) (Song et al., 2011). Dado que los concentrados, ademas de proteinas tienen
polisacaridos, la agregacion puede estar relacionada con la carga de dichos polisacaridos. Bajo

determinadas condiciones el pH de agregacion puede coincidir con el pKa (3,0) de los restos de
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acido galacturonico de los polisacaridos &cidos presentes en el CSS (Nakamura et al., 2001).
Ademas, el potencial-C a pH entre 4,0 y 7,0 fue negativo, exhibiendo un comportamiento
esperado en este sistema. Ray y Rousseau (2013) evaluaron la variacion del potencial-C con el
pH en proteinas aisladas del suero de soja, preparadas a partir del SS con el procedimiento
clasico de precipitacién con sulfato de amonio (Sorgentini y Wagner, 1999). La muestra de
proteinas aisladas, a diferencia del CSS, contienen un contenido bajo de polisacaridos. Los
resultados de nuestro trabajo fueron similares a los informados por Ray y Rousseau (2013),
obteniendo valores de potencial-C levemente méas negativos en el rango de pH 4,0-7,0 y
cercanos a 0 mV en el rango de pH 2,0-4,0. Ademas al comparar la variacion del potencial-C
con el pH de CSS y CST80, ambos mostraron una carga neta nula a pH cercano a 4,0. Ademas,
CSS primero exhibié un potencial-{ méas negativo en el rango de pH 5,0-7,0 y al mismo
tiempo, menos positivo en el rango de pH 2,0-3,0, respecto al de CST80 (Figura 70). Las
diferencias observadas entre ambos concentrados se pueden atribuir a la diferente composicion
polipeptidica (Figuras 31 y 66) y fundamentalmente, al impacto del calcio presente en CST80
que interacciona con los restos de glutamato y aspartato de las moléculas de proteina y los
restos de acidos urénicos de los polisacaridos. El Ca?*, ademas de apantallar la repulsion
electrostatica en restos cargados negativamente, puede también afectar el pKa de dichos grupos
ionizables (Malhotra y Coupland 2004; Carneiro-Da-Cunha et al., 2011).

Por otra parte, se realizaron ensayos de la variacion de la turbidez en presencia de urea
6,0 M (Figura 69b). Para ambos concentrados se registr6 un descenso de la turbidez en
presencia de urea 6,0 M lo cual seria consistente con la disociacion de los agregados de los
biopolimeros por la presencia del agente caotropico. A diferencia de lo observado en agua
destilada, para CSS se observo claramente un valor maximo de turbidez a un pH cercano a 4,0
y un descenso sostenido al disminuir el pH hasta 2,0, por lo que el efecto de disociacion de la
urea tendria un mayor impacto en los polisacaridos. Ademas, CSS y CST80 mostraron valores
similares de turbidez, pero valores maximos a diferentes valores de pH; nuevamente, este
resultado estaria asociado a la diferente composicion polipeptidica y del contenido de calcio en
ambos concentrados.

Como se menciono6 anteriormente, en ambos concentrados se evidencid la presencia de
agregados estabilizados por puentes disulfuro (TSDS-PAGE, Figuras 31 y 66). La disminucion
de la turbidez en los ensayos realizados en presencia de DTT serian consistentes con una

disociacion adicional promovida por la reduccion de los puentes disulfuro (Figuras 69b y c).
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Figura 70: Efecto del pH sobre el potencial-{ medido en dispersiones acuosas de concentrados de
sueros de soja (CSS) y tofu (CST80) obtenidos por tratamiento térmico de los sueros de soja y tofu a
presion reducida a 80 °C.

3.2.2.6. Dependencia de la solubilidad de proteinas e hidratos de carbono con el pH

La solubilidad proteica (Sp) y la solubilidad de hidratos de carbono (Swc) para el CSS,
en comparacion con CST80, se presentan en la Figura 71. EI CSS exhibié una Sp superior al
72,0% P/p en todo el rango de pH evaluado (2,0-7,0), presentando el menor contenido de
proteina soluble a pH 4,0 (Figura 71a). Este resultado seria consistente con los altos valores de
turbidez observados y el potencial-¢ cercano a 0 mV a pH 4,0 (Figuras 69a y 70), por lo cual
incrementa la asociacién entre las moléculas de proteinas debido al debilitamiento de la

repulsion electrostatica y la mayor contribucién de las interacciones hidrofobicas reduciendo
consecuentemente la Sp (Kasran et al., 2013).

En el CSS, los hidratos de carbono fueron altamente solubles con una Syc superior al
90,0% P/p en casi todo el rango de pH (2,0-7,0), con un minimo a pH 3,0 (85,0% /e, Figura
71a). De acuerdo con el valor observado de LNR del CSS (~ 30% "/p sobre LT, Tabla 24), los
polisacaridos podrian intervenir en reacciones de glicosilacion y por ende, producir cambios

estructurales y en la carga neta en estas moléculas de biopolimeros. No obstante, el valor

227



Capitulo 3. Resultados y discusion

minimo a pH 3,0 seria atribuible a un mayor grado de asociacion dado que los polisacéridos
acidos presentan una carga neta cercana a cero en el rango de pH 2,5-3,0 (Nakamura et al,.
2003; Porfiri y Wagner 2018). Este comportamiento no fue observado en CST80 por lo que el
tratamiento térmico a 80 °C afectd las propiedades estructurales de los polisacéridos y, por
ende, su Snc a distintos pH. En este contexto, un tratamiento térmico méas suave como el
empleado al preparar CST50 no tuvo un efecto similar, acorde a un valor minimo de Swc a pH

3,0 para este concentrado (Figura 36a y c).
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Figura 71: Efecto del pH sobre la solubilidad proteica (Sp) y de hidratos de carbono (Skc) de los
concentrados de sueros de soja (CSS) y tofu (CST80) obtenidos por tratamiento térmico de los sueros a
presion reducida a 80°C. a) CSS y b) CST80. La concentracion de muestra en las dispersiones acuosas
fue de 0,1% F/p. Los valores se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes

(n=3) + desvio estandar.

Las diferencias observadas en la Sp entre CSS y CST80 en todo el rango de pH se

atribuyen a las condiciones de procesamiento y a la diferente composicion quimica de los
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sueros de partida. Las proteinas del ST estdn totalmente desnaturalizadas y en parte, se
insolubilizan formando agregados (Palazolo et al., 2013; Sobral et al., 2011; Sobral y Wagner,
2009). Ambos procesos de desnaturalizacion y agregacion se generan durante los numerosos
tratamientos térmicos aplicados en la produccion industrial del tofu y son favorecidos por la
presencia de calcio. Luego, en la preparacién del concentrado, la agregacién es exacerbada en
el tratamiento térmico de concentracion a 80 °C y en la liofilizacién, promoviendo las
interacciones de caracter hidrofébico y la formacién de enlaces disulfuro. EI SS, con un pH
inicial de 4,5, proviene de una harina de soja activa (seccion 3.1.1) y el Unico tratamiento
térmico se realiza en la etapa de concentracién a 80 °C, desnaturalizando casi completamente a
las proteinas (Seccion 3.2.2.1). Aungue en estas condiciones, también se produce glicosilacion
incipiente y agregacion por interacciones hidrofébicas y por enlaces disulfuro, el impacto sobre
la reduccion de la Sp no es tan marcado, debido también a la muy baja concentracion de calcio.

En la Figura 72 se muestra el efecto del pH sobre la relacion mésica de carbohidrato a
proteina en la fraccion soluble para ambos concentrados. A diferencia de lo observado en
CST80, la fraccion soluble de CSS esta compuesta por proteinas y carbohidratos en una
proporcion masica similar (0,8-1,0). El valor mas bajo observado a pH 3,0 seria consistente

con la minima Swc en esta condicion (Figura 71).
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Figura 72: Efecto del pH sobre la relacion masica carbohidratos/proteina en la fraccion soluble de los
concentrados de sueros de soja (CSS) y tofu (CST80) obtenidos por tratamiento térmico de los sueros a

presion reducida a 80 °C.
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3.2.2.7. Evaluacion del comportamiento superficial en la interfase agua/aire del

concentrado proteico de suero de soja

La influencia del pH sobre la presion superficial de equilibrio (ns) del CSS se muestra
en la Tabla 27. Los valores de 75 oscilaron entre 27,07 a 31,60 mN/m registrandose a pH 4,0 el
valor méas elevado de s (p < 0,05). De acuerdo con los resultados de turbidez en agua destilada
(Figura 69a), en el rango 3,0—4,0 se registrd la mayor auto-asociacion para los biopolimeros
presentes en CSS y al mismo tiempo, valores minimos de Sp y de Swc a pH 4,0 y 3,0,
respectivamente (Figura 71a). A este pH, el potencial-C fue cercano a 0 mV (Figura 70) y por
ende, el debilitamiento de la repulsion electrostatica y la contribucién del efecto hidrofébico
promoveria una adsorcion mas eficiente en la interfase/agua aire y un incremento mas

pronunciado de la s (Rodriguez Patino y Pilosof, 2011).

Tabla 27: Efecto del pH sobre la presion superficial de equilibrio (ms) de los concentrados de sueros de

soja (CSS) y tofu (CST80) obtenidos por tratamiento térmico de los sueros a presion reducida a 80 °C.

ns (MN/m)

pH CSS CST80

2.0 29,01+ 0,05 ¢A 30,84 + 0,10 °B
3,0 29,21 + 0,28 beA 30,24 + 0,08 2B
4,0 31,60 + 0,40%A 31,02 + 0,06 4A
5,0 29,91 + 0,07 9A 30,65 + 0,09 PB
6,0 28,91 + 0,09 PA 30,26 + 0,06 2B
7.0 27,07 £0.11 2A 30,30 + 0,08 2B

Los valores de presion superficial (ns) se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3)
+ desvio estandar. Los valores promedio de s en una misma columna seguidos de letras mintsculas diferentes son
significativamente diferentes (p <0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio de 7
en una misma fila seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segun lo
determinado por la prueba de Fisher

230



Capitulo 3. Resultados y discusion

El analisis comparativo entre la s de ambos concentrados al mismo pH revel6 que,
excepto a pH 4,0, la actividad superficial fue levemente mas alta en CST80 (p<0,05). Este
resultado no estaria directamente asociado con la presencia de proteinas solubles, dado que la
Sp de CST80 fue significativamente inferior a la de CSS (Figura 71). Por consiguiente, estos
resultados serian consistentes con una contribucion de la fraccion insoluble en la adsorcién
interfacial. Ademas, la menor actividad superficial del CSS estaria también asociada al estado
de desnaturalizacién de las proteinas, dado que en esta muestra las mismas no estan totalmente
desnaturalizadas (seccion 3.2.2.1). No obstante, debido a la extraordinaria complejidad en la
composicion quimica de ambas muestras, las diferencias observadas estarian asociadas con
diferentes condiciones del entorno como la fuerza idnica y la presencia de calcio y las
interacciones con los polisacaridos (Pezennec et al., 2000; Rodriguez Patino y Pilosof, 2011).

Ademas, se evaluo la evolucion de la viscosidad compleja superficial (n*) en funcion
del tiempo (Figura 73). En todos los pH evaluados (2,0 a 7,0) n* aumento rapidamente para
CSS, sin embargo la adsorcion de la muestra en la superficie no logré un valor maximo durante
el tiempo del experimento (30 min), lo que puede indicar una adsorcion incompleta y/o
reestructuracion de la interfase debido a la interaccion entre los componentes adsorbidos
(Dickinson, 1992; Porfiri y Wagner 2018). La influencia del pH sobre el comportamiento
superficial fue evidente a pH 3,0 y 4,0, donde los valores de n* al final del ensayo fueron
mayores (Figura 73a). A los pH mencionados en la dispersion acuosa se registré la mayor auto-
asociacion entre los biopolimeros (Figura 69a), por lo que la mayor viscoelasticidad de la
pelicula interfacial se atribuiria a la mayor adsorcion de particulas agregadas en la interfase
aire/agua, reforzando lo mencionado sobre la contribucion de la fraccion insoluble al
comportamiento interfacial (Damodaran, 2006; Jose et al., 2016; Cabezas et al., 2019). Sin
embargo, a los demas pH (2,0, 50, 6,0 y 7,0) se evidenciéo la formacién de peliculas
viscoelasticas mas débiles (Figura 73a). Como n* depende de la intensidad de las interacciones
entre las especies adsorbidas (Baldursdottir et al., 2010), este resultado sugiere que el
debilitamiento de la repulsion electrostatica tiene un rol preponderante en la formacion de

peliculas mas viscoelasticas.
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Figura 73: Perfiles de viscosidad compleja (n*) en funcion del tiempo, en la interfase aire /agua para
los concentrados de suero de soja (CSS) y de tofu (CST80) a diferentes pH: a) CSS b) CST80. Los
ensayos fueron realizados a una concentracion equivalente de proteina (1,0 % P/p). Los valores de n* se

expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) £ desvio estandar.

Los mddulos superficiales de viscosidad compleja para CST80 fueron mayores respecto
a CSS en casi todos los pH evaluados (Figura 73b). Debido a que los ensayos fueron realizados
a concentracion equivalente de proteina y la Sp fue significativamente mas baja en CST80, el
resultado no seria atribuible un mayor contenido de proteinas solubles, por lo que los valores
mas altos de n* estarian asociados a la adsorcion de especies de la fraccion insoluble (Henao
Ossa et al., 2020).

3.2.2.8. Evaluacion de las propiedades espumantes del concentrado proteico de suero de

soja

La formacion de espuma esta influenciada por la adsorcion del agente espumante en la

interfase aire/agua y su capacidad para reducir rapidamente la tensién superficial. Sin embargo,
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la estabilizacién de la espuma requiere diferentes propiedades superficiales, como la formacion
de una pelicula viscoelastica cohesiva, favorecida por las interacciones intermoleculares entre
las especies adsorbidas en la interfase (Dickinson y McClements, 1995). En la Figura 74 se
presenta el overrun generado en funcion de pH para el CSS. En todo el rango de pH (2,0-7,0)
el CSS present0 la capacidad de formacion de espuma, registrandose el valor més alto a 4,0 y
un poco menor a 5,0; por lo tanto, el incremento de la capacidad de incorporacion de aire en
CSS se relaciona con el incremento de la actividad superficial (ns) a los pH mencionados
(Tabla 27). Estos resultados se asocian a los reportados por Martinez et al. (2009), quienes
encontraron una relacion entre el overrun y la actividad interfacial de hidrolizados de proteina

de soja en la interfase aire/agua.

La estabilidad de las espumas de CSS, evaluada a través del tiempo medio de colapso
(tw2), fue también mayor a pH 4,0, pero a diferencia del overrun, le sigue en orden el pH 3,0,
siendo muy baja la estabilidad a pH 5,0 (Figura 74). Justamente a pH 4,0 y 3,0 se evidencid
una mayor asociacion entre los biopolimeros y valores de potencial-{ cercanos a 0 mV,
mientras que los valores minimos de Sp y de Snc fueron a pH 4,0 y 3,0, respectivamente
(Figuras 60a, 70 y 71). Por lo tanto, esto Gltimo indicaria que la estabilidad de la espuma de
CSS esta influenciada en primer lugar por las interacciones entre proteinas y en segundo lugar
por polisacaridos. Por lo tanto, el efecto de la asociacion de los biopolimeros en la
viscoelasticidad de las peliculas formadas debe influir fuertemente en la estabilidad de las
espumas. De hecho, y en concordancia con la mayor estabilidad a pH 4,0, seguida por el pH
3,0, en la Figura 73 se observo que justamente a estos pH, en el mismo orden, se alcanzaron los

mayores valores de n* a nivel interfacial.

El analisis comparativo de las propiedades espumantes de ambos concentrados reveld
que en el rango de pH 3,0-5,0 y a concentracion equivalente de proteina, los valores de
overrun y de ti2 fueron significativamente mayores para CST80 (Figura 74). Aungue la Sp es
mas alta en el CSS (Figura 71), la mayor capacidad espumante y la estabilidad de las espumas
de CST80 estarian asociadas con la adsorcidon de agregados presentes en la fraccion insoluble
(Murray et al., 2011) y la formacién de peliculas de mayor viscoelasticidad (Figura 73b).
Ademas, el mayor overrun para CST80 podria también estar vinculado con el estado de
desnaturalizacion de las proteinas presentes en los concentrados. De hecho, el ST es un liquido
que ha sufrido tratamientos térmicos enérgicos y, por ende, tiene sus proteinas totalmente
desnaturalizadas, en tanto que en el CSS hay aun proteinas desnaturalizadas parcialmente

(seccién 3.2.2.1). Como es sabido, las proteinas desnaturalizadas exponen sus zonas
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hidrofébicas y tienen mayor posibilidad de interactuar con la interfase aire/agua (Sorgentini y

Wagner, 2002), acorde a la mayor actividad superficial de CST80 en casi todo el rango de pH
(Figura 73).
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Figura 74: Efecto del pH sobre a) el Overrun (%) y b) el tiempo medio de colapso (t12) de las espumas
preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina "/p) de concentrados de sueros de soja (CSS) y tofu
(CST80) obtenidos por tratamiento térmico de los sueros a presion reducida a 80 °C. Los parametros se

expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n=3) + desvio estandar.
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3.2.3. Propiedades emulsificantes de los concentrados del suero de soja y

estabilidad de las emulsiones o/w frente a tratamientos de estrés tecnoldgico.

3.2.3.1. Distribucion de tamafio de particula y comportamiento interfacial en la interfase
aceite/agua del concentrado obtenido a partir de suero de soja

En la Figura 75 se observa la DTP de las dispersiones acuosas del concentrado medido
por SLS (Seccion 3.1.21.1) y expresadas como porcentaje en volumen y superficie. En las
distribuciones en volumen, que fueron bimodales a todos los pH, se observa una poblacién
minoritaria de particulas con diametros inferiores a 2 um y otra mayoritaria en un amplio rango
extenso de didmetros (2 a 500 um). Al expresar las distribuciones en superficie, se evidencio
una poblacion mayoritaria de particulas diametros inferiores a 2 um. Ademas, el 90% del area
total, evaluada a traves del Dsog, se distribuyo en particulas con didmetros inferiores a 36 pm,
dando una idea en los tamafios que se distribuyen los tamafios en las dispersiones (Figura 75 b,
cyf; Tabla 28).

De acuerdo con lo expuesto en la seccion anterior, el CSS mostrd una curva de turbidez
en agua destilada con valores maximos a pH cercano a 4,0; adicionalmente, a este pH el
potencial-C fue cercano a 0 mV (Figuras 69a y 70). Ademas, como el CSS mostré valores
diferentes de Sp y Swc en funcion del pH (Figura 71), el volumen y el area absoluta de las
particulas insolubles en las dispersiones acuosas son diferentes a cada pH. Cabe resaltar, que la
Sp a pH 4,0 fue minima (Figura 71), por lo tanto, se ve incrementada la auto-asociacion
generando nuevas poblaciones de particulas insolubles de tamafio relativamente pequefio. Esto
se hizo evidente en la reduccion significativa en todos los didmetros promedio y percentiles
(D32, Da3 Dvogy Dsog), en relacion con los obtenidos a pH 3,0 y 5,0 (p <0,05. Tabla 28). A
pH 3,0, donde el valor de potencial-C fue positivo (Figura 70), el aporte de las particulas
insolubles al area y volumen total en la DTP fue menor. Aunque las DTP en superficie fueron
similares, los valores de Dso,9 mostraron el orden creciente pH 4,0 < pH 5,0 < pH 3,0 (p<0,05;
Figura 75d-f y Tabla 28).
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Figura 75: Distribucién de tamafio de particula de dispersiones acuosas de concentrado proteico de

suero de soja obtenido por tratamiento térmico del suero de soja a presién reducida a 80 °C (CSS). En
volumen: a) pH 3,0, b) pH 4,0 y ¢) pH 5,0. En superficie: d) pH 3,0, €) pH 4,0y f) pH 5,0.
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Tabla 28: Didmetros promedio de Sauter (Ds;), de De Brouckere (Ds3) y percentiles del 90% de la
distribucion tamafio de particula en volumen (Do) Yy en superficie (Dso,0) de las dispersiones acuosas de
concentrado de suero de soja obtenido por tratamiento térmico del suero de soja a presién reducida a 80
°C (CSS).

Muestra pH D32 (um) Da3 (um) Dvo,g (um) Dsoo (M)
3,0 115+0,2°  733+05°  147,9+1,0° 352+0,2°

CSS 4,0 69+01*  537+03 120,6+0,7% 13,7+0,1°
5,0 8,7 £0,2° 649+04> 1395+09° 20,1+0,3"

Los valores de los diametros promedios y los percentiles se expresaron como el promedio de tres determinaciones
independientes (n = 3) * desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras
minusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher.

Para el CSS los valores D32, D43y los percentiles Dvog Yy Dsog fueron inferiores a cada
pH, respecto a CST80 (Tablas 15 y 28). Estos resultados se pueden atribuir a diferencias en el
estado de agregacion de los biopolimeros, debido a la diferente composicién quimica y grado
de desnaturalizacion de las proteinas en ambos concentrados, que fue analizado en la seccién
3.2.2.1.

3.2.3.2. Comportamiento interfacial del concentrado de suero de soja en interfase

agua/aceite

En la Tabla 29 se muestra la variacién de la presion interfacial de equilibrio (m;) con el
pH para las dispersiones acuosas de CSS. El concentrado present6 la capacidad de incrementar
la mi a todos los pH evaluados (3,0 a 5,0) con valores en un rango entre 8,4 0,1 y 9,2+0,2
mN/m. Los valores de mi exhibieron diferencias significativas entre los pH, registrando la
mayor actividad interfacial a pH 4,0. De acuerdo con los ensayos de turbidez en agua (Figura
69a), el CSS presento la mayor turbidez a valores de pH cercanos a 4,0. A pH 3,0 se observé

una ligera disminucion de w; debido probablemente a la presencia de particulas de mayor

tamafo y la repulsion electrostéatica (Tabla 28, Figura 70). Esta misma tendencia se observé en
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CST80; no obstante, los valores de mi fueron mayores a todos los pH, acorde con el mayor
grado de desnaturalizacién de las proteinas del concentrado obtenido a partir del ST (Palazolo
et al., 2013).

Tabla 29: Variacion de la presion interfacial de equilibrio (w;) con el pH para las dispersiones
preparadas con concentrados de suero de soja (CSS) y tofu (CST80) obtenidos bajo presion reducida a
80°C.

Presion interfacial 7ti (MN/m)

pH CSS CST80

3,0 8,4 + 0,1 8,9 +0,1%®
4,0 9,2 + 0,24 9,7 +0,1°®
5,0 8,9 +0,1°A 9,4 +0,2°8

Los valores de presion interfacial se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) +
desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras mindsculas diferentes son
significativamente diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en
una misma fila seguidos de letras mayUsculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segin lo
determinado por la prueba de Fisher

Ademas, los perfiles de viscosidad compleja interfacial (n*) en funcion del tiempo se
muestran en la Figura 76. Se puede observar una rapida adsorcion en la interfase aceite/agua al
inicio del ensayo a todos los pH ensayados, lo que puede indicar una adsorcion y
reordenamiento interfacial de los componentes presentes, formando una membrana interfacial
con una correcta estructuracion (Dickinson, 1992; Baldursdottir y Jorgensen, 2011). Al final
del ensayo se observo mayores valores de n* a pH 3,0 (Figura 76a), respecto a los demas pH.
Como se ha mencionado en capitulos anteriores los valores de n* son sensibles a las
interacciones intermoleculares que ocurren a nivel interfacial entre lo biopolimeros
(Baldursdottir et al., 2010). La mayor viscoelasticidad en las peliculas interfaciales a pH 3,0 se
asociaria con una mayor contribucion de particulas de mayor tamafio que estructurarian la
membrana interfacial (Tabla 28).

Al comparar los médulos interfaciales entre CSS y CST80 se puede observar que a pH
5,0 no hay diferencia evidenciable entre los valores de n* (Figura 76¢). No obstante, a pH 3,0y

4,0 los médulos interfaciales fueron significativamente superiores para CST80 (Figura 76a y
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b), resultado que se puede asociar, con el mayor contenido y adsorcién de agregados en la
interfase para el CST80, formando una pelicula interfacial con mayor viscoelasticidad, en
concordancia con los mayores valores en los diametros obtenidos en los ensayos de SLS
(Tablas 15 y 28).
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Figura 76: Perfiles de viscosidad compleja (n*) en funcion del tiempo en la interfase aceite/agua para
los concentrados de sueros de soja (CSS) y tofu (CST80) obtenidos a presion reducida a 80 °C
ajustados a diferentes pH; a) pH 3,0, b) pH 4,0 y c) pH 5,0. Los ensayos fueron realizados a una

concentracion de proteina equivalente (1,0 % F/p). Los valores fueron expresados como la media de tres
mediciones independientes (n=3) + desviacién estandar.
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3.2.3.3. Caracterizacion de emulsiones iniciales

3.2.3.3.1. Distribucidén de tamafio de particula y microestructura

En esta seccidn se evaluaran la DTP y la microestructura de las emulsiones iniciales. En
la Figura 77 se muestran las distribuciones en volumen de las emulsiones sin y con sonicacion,
elaboradas con las dispersiones acuosas de CSS ajustadas en el rango de pH 3,0 a 5,0. A todos
los pH las emulsiones exhibieron una DTP bimodal, con una poblacién minoritaria de gotas en
el orden de 1,0 um y una poblacién principal de gotas con didmetros superiores a 10 um Con
el aumento del pH se registré un desplazamiento de la moda hacia mayor tamafio de particula,
resultados que se relacionan con el incremento significativo en los valores de D32 y Da3
(p<0,05, Tabla 30). Adicionalmente, al realizar el tratamiento de sonicacion previo a las
medidas de DTP, se observd el desplazamiento de las modas hacia un tamafio de particula
inferior, lo que indica la disociacion o ruptura de los floculos (Cabezas et al., 2017; Colletti et
al., 2019; Porfiri et al., 2016).

La presencia de floculos se pudo corroborar en todas las emulsiones CSS por medio de
microscopia Optica (Figura 77 a, b y c¢), no obstante, cualitativamente se pudo observar la
presencia de gotas de mayor tamafio en las emulsiones ajustadas a pH 4,0 y 5,0 (Figura 77 b y
c), siendo esto consistente con los mayores valores de D32y D43 {Tabla 30). En las emulsiones
ajustadas a pH 3,0 el GF fue significativamente inferior a los deméas pH (p<0,05, Tabla 30). La
mayor actividad emulsificante del concentrado a pH 3,0 no se podria asociar a una mayor
actividad interfacial, dado que se observaron valores de mi mas bajos que a pH 4,0 y 5,0
(p<0,05, Tabla 29). Adicionalmente hay que recordar que, las condiciones en la que las
proteinas se adsorben en la interfase durante la homogeneizacion son diferentes a las de los
ensayos de tensiometria en la homogeneizacion, la adsorcion interfacial es forzada por el flujo
turbulento y la cavitacion. Por lo tanto, en el concentrado a pH 3,0 (Tabla 28) pueden ser
disociados a numerosas particulas de menor tamafo, promoviendo su rapida adsorcién en la
interfase, lo que reduce la re-coalescencia y el mecanismo de floculacion por puenteo, y
conduce a sistemas con menor tamafio de particula y GF respecto a la preparadas a pH 4,0 y
5,0.
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Figura 77: Distribuciones de tamafio de particula medidas con y sin sonicacion y microestructura de
emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina "/p) de CSS: a) pH 3,0, b) pH 4,0
¢) pH 5,0. Para el analisis de la microestructura (aumento: 200x), las emulsiones se diluyeron 1:20 V/y

con agua destilada ajustada al mismo pH de las emulsiones. Barra: 100 pm.
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Tabla 30: Didmetros promedios de Sauter (Ds2) y De Brouckere (Das3s) obtenidos a partir de las
distribuciones de tamafio de particula de emulsiones O/W medidas sin sonicacién previa y preparadas
con dispersiones acuosas de CSS y CST80 (1,0 % "/ de proteina, pH 3,0, 4,0 y 5,0). El grado de
floculacion (GF) se obtuvo a partir de los valores de D4 3sin y con sonicacién (ecuacion 52).

CSS
pH 3,0 4,0 5,0 pH 3,0 4,0 5,0
Das 16,1+0,2 . o 7,5+0,2° 12,8+0,4° o
A 30,3+0,3®®  33,0£0,6°° D3, (um) R . 16,620,5
(Hm)
38,80,3
GF(%) A 45,9+0,6"®  48,5+0,5%
CST80
pH 3,0 4,0 5,0 pH 3,0 4,0 5,0
2,4+0,1° 1,7+0,1°
D3 (Um) R 4,620,1"™  9,080,2°  Dj,(um) R 5,1+0,1®  6,5+0,1%
i a
GF(%) R 43,4+0,6® 62,5+2,1"

Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) * desvio estandar. Los
valores promedio en una misma columna seguidos de letras minusculas diferentes son significativamente
diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en una misma fila
seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segun lo determinado por la
prueba de Fisher.

Un andlisis comparativo entre las DTP de las emulsiones obtenidas con CSS y CST80,
revelé que la moda y los valores D32y Da 3, paras las emulsiones preparadas con CST80 fueron
significativamente inferiores en todos los pH (p<0,05, Tabla 30). Estos resultados se pueden
relacionar con el mayor grado de desnaturalizacion de las proteinas en CST80, como
consecuencia de los tratamientos hidrotérmicos durante la elaboracion del tofu (Sobral et al.,
2018). Ademas, la presencia de particulas con mayor tamafio (Tabla 28) también influyen en la

formacidn de emulsiones con didmetros de gota inferiores y menor grado de floculacion.
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3.2.3.3.2. Porcentaje de proteina adsorbida y concentracion de proteina interfacial

La concentracién de proteina interfacial (I') y el porcentaje de proteina adsorbida (%
Pa), de las emulsiones elaboradas con CSS se presentan en la Tabla 31. A pH 3,0 las
emulsiones exhibieron el mayor % Pa, asociado a la mayor adsorcién de particulas insolubles,
durante el proceso de homogeneizacion. Esto es consistente con el mayor aporte de particulas
insolubles presentes en la dispersién acuosa a pH 3,0, corroborado a través del Ds,o (Tabla 28),
lo cual incrementa el %Pa posterior a la homogeneizacién. En los ensayos de reologia
interfacial también se hace evidente este resultado, donde se observé el mayor valor de n* a pH
3,0. (Figura 76).

Por otro lado, los valores de I' también fueron significativamente mayores para las
emulsiones formuladas a pH 3,0 (p<0,05, Tabla 31), resultados que se relacionan con los
menores valores de D3, a este pH (Puppo et al., 2008; Li et al., 2011). Las emulsiones
formuladas con CSS exhibieron la misma tendencia observada con CST80, donde con el ajuste
de pH de 3,0 a 5,0 en las dispersiones acuosas, hubo una disminucion de la I y el %Pa (Tabla
31). Comparativamente el %Pa y I' fue significativamente mayor para CST80 a todos los pH
(p<0,05), resultado que se podria asociar al mayor contenido de particulas insolubles en la
dispersion acuosa; ademas, las proteinas en CST80 estan totalmente desnaturalizadas debido a
los tratamientos térmicos realizados durante la obtencion del tofu. En este contexto, al realizar
un tratamiento térmico a las proteinas liofilizadas de suero de soja, se incrementd la
concentracion de proteina interfacial, lo cual se asocié con la desnaturalizacion e incremento de
la hidrofobicidad superficial (Mitidieri y Wagner, 2002).
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Tabla 31: Porcentaje de proteina adsorbida (% Pa) y concentracién de proteina interfacial (I') de las
emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% proteina 7/, pH 3,0, 4,0 y 5,0) de
concentrados de sueros de soja (CSS) y tofu (CST80) obtenidos por tratamiento térmico de los sueros a
presion reducida a 80 °C.

Proteina Concentracion de proteina

Muestra pH adsorbida (%Pa) interfacial (I', mg/m?)
3,0 37,50 + 0,20 1,16 £ 0,114
CSS 4,0 36,10 + 0,15 0,70 + 0,08
5,0 35,90 + 0,173A 0,50 + 0,10%A
3,0 50,10 + 0,508 4,10 + 0,208
CST80 4,0 46,40 + 0,39 259 + 0,15
50 41,10 +0,21%® 1,71 + 0,098

Los valores de %Pa y I se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n = 3) + desvio
estandar. Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras minusculas diferentes son
significativamente diferentes para el mismo concentrado (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher.
Las letras mayusculas indican que las emulsiones elaboradas al mismo pH, pero con concentrados diferentes son
significativamente diferentes (p <0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher.

3.2.3.3.3. Comportamiento de flujo

En la Figura 78 se muestra la variacion de la viscosidad aparente en funcion de la
velocidad de deformacidn para las emulsiones elaboradas con CSS en el rango de pH 3,0 a 5,0.
La viscosidad de las emulsiones decrecio al incrementar la velocidad de deformacion, resultado
que indica un comportamiento pseudoplastico. Por medio de los ensayos de micrografia dptica,
se observo que todas las emulsiones exhiben la presencia de fléculos (Figura 77), por lo tanto,
la caida acentuada en la viscosidad aparente a bajas velocidades de deformacién se relaciona
con la deformacidn y ruptura de los floculos (Dickinson,1994; McClements, 2016). Ademas, a
altas velocidades de deformacion, donde los floculos se disociaron, los valores de viscosidad
aparente a pH 4,0 fueron mayores que a pH 3,0 y 5,0. Este resultado no estaria relacionado con
el tamafio de las gotas individuales de la emulsion sino con la mayor cantidad de particulas
insolubles de menor tamafio en las dispersiones acuosas, que se evidencidé a partir de una

disminucion de los didmetros promedio y percentiles (Tabla 28).

En la Tabla 32 se presentan los pardmetros reoldgicos obtenidos al aplicar la ley de

potencia (R?> ~ 1,0) a las curvas de flujo. Se observa que los valores de K incrementaron
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significativamente al ajustar el pH de 3,0 a 5,0 y al mismo tiempo los valores de n
disminuyeron (p<0,05). El incremento en la pseudoplasticidad (menor valor de n) de las
emulsiones con el ajuste del pH, se relacionaria al incremento en el GF (Tabla 30), siendo muy
evidente al cotejar el comportamiento de flujo en las emulsiones a pH 5,0 en relacién a las
obtenidas a pH 3,0 y 4,0.

Tabla 32: Constantes reoldgicas de la ley de potencia (K: indice de consistencia y n: indice de
comportamiento de flujo) para las emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (1,0% F/p de
proteina, pH 3,0, 4,0 y 5,0) de concentrados de sueros de soja (CSS) y tofu (CST80) obtenidos por

tratamiento térmico de los sueros a presion reducida a 80 °C.

CSS
pH 3,0 4,0 5,0
K 0,02+0,003* 0,10+0,01®  0,13+0,05®
n  0,82:0,05* 0,60+0,09° 0,58+0,012"
CST80
pH 3,0 4,0 5,0
K 0,01+0,007 0,08+0,005® 0,120,008

n 0,91+0,03"* = 0,66+0,06®® 0,51+0,06%
Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) * desvio estandar. Los
valores promedio en una misma columna seguidos de letras minusculas diferentes son significativamente
diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en una misma fila

seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segun lo determinado por la
prueba de Fisher.

En lineas generales, para las emulsiones elaboradas con CST80 los valores de n fueron
mayores a todos los pH, en relacion con los observados en las preparadas con CSS. Ademas,
los valores promedio de K fueron mayores para las emulsiones formuladas con CSS, aunque
estas diferencias no fueron significativas (Tabla 32). La diferencia en la pseudoplasticidad fue
mas marcada a pH 3,0, donde el GF% de la emulsion CST80 fue casi 4 veces mayor al

observado en la preparada con CSS (Tabla 30).
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Figura 78: Comportamiento de flujo de emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas de

concentrados de sueros de soja (CSS) (1,0% P/r de proteina, pH 3,0, 4,0y 5,0).

3.2.3.4. Evaluacion de la estabilidad de las emulsiones frente a los tratamientos

tecnoldgicos

3.2.3.4.1. Congelacién-descongelacién

En la Figura 79 se presentan los diametros promedio D43 de las emulsiones iniciales y
sometidas a congelacidn-descongelacion preparadas con CSS. Se observo un incremento en los
valores D43 para todas las emulsiones luego del tratamiento de congelacion-descongelacion
(Figura 79 a y b). Es importante sefialar que en las emulsiones no se evidencid oiling off
posterior a la descongelacion y el grado de desestabilizacion fue ligeramente mayor a los
reportados en trabajos anteriores, donde emulsiones elaboradas con aislados proteicos de soja y
lactosuero, se almacenaron a temperaturas similares en ausencia de agentes crioprotectores
(Cabezas et al., 2019; Palazolo et al., 2011, 2016; Zhu et al., 2017). El incremento de Da 3 seria
consistente con una desestabilizacion por coalescencia en la emulsion. En las condiciones de
almacenamiento las emulsiones elaboradas a pH 3,0 exhibieron el menor incremento relativo

en los valores D43 (Figura 80). Estos resultados se pueden relacionar a factores similares a los
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mencionados para la desestabilizacion de las emulsiones preparadas con los concentrados del
suero de tofu: i) a pH 3,0 las emulsiones presentaron valores méas elevado de %Pay I' (Tabla
31) formando una membrana interfacial con mayor viscoelasticidad y por ende, mayor
resistencia frente a la ruptura por la formacion de hielo; ii) debido a la alta Sc+ para CSS a pH
3,0 (Figura 71a) los polisacéridos solubles concentrados en la fase acuosa no congelada
generan un impedimento estérico reduciendo el contacto entre las peliculas interfaciales de las
gotas durante la congelacién. Ademas, a pH 3,0 las emulsiones CSS iniciales presentaron
menores valores de D43 y de GF (Tabla 30), por lo tanto, las gotas mas pequefias tienen la
capacidad de ubicarse en un volumen méas reducido en la fase acuosa no congelada,
disminuyendo su probabilidad a sufrir ruptura por el efecto mecanico de la presencia de
cristales de hielo (Ghosh y Coupland, 2008; Gu et al., 2007; Palazolo et al., 2011).

Las diferencias de estabilidad frente al almacenamiento en congelacion entre CSS y
CST80 fue muy evidente, presentando una mayor desestabilzacion las emulsiones formuladas
con CSS a todos los pH (Figuras 79 y 80). Estos resultados pueden asociarse a una mayor %P a
y I' paras las emulsiones de CST80, promoviendo la formacion de membranas interfaciales con
mayor viscoelasticidad (Tabla 31; Figura 76) y por lo tanto, menor desestabilizacion por
coalescencia durante la congelacion-descongelacion. Adicionalmente, los valores Da 3 iniciales
fueron notablemente inferiores en las emulsiones CST80 (Tabla 30); como se menciond
previamente, las gotas de menor tamafio se pueden acomodar méas eficientemente en la fase
acuosa no congelada durante el almacenamiento a temperaturas bajo cero (Tabla 30). Ademas,
CST80 esta constituido por proteinas con mayor estado de agregacion y por ende menor Sp
(Figuras 36 y 71); como se menciond en un capitulo anterior, los agregados no adsorbidos
pueden contribuir a la estabilizacion de emulsiones en un proceso de congelacion-

descongelacion (Ghosh y Coupland, 2008; Palazolo et al., 2011).
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Figura 79: Diametros promedios D43 de las emulsiones CSS y CST80: a) iniciales y b) sometidas a
congelacion-descongelacion. Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones
independientes (n = 3) * desvio estdndar. En la parte superior de las barras, las letras mayusculas
diferentes indican que las emulsiones de una misma muestra elaboradas a diferentes pH son
significativamente diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Las letras
mindsculas indican que las emulsiones elaboradas al mismo pH, pero con concentrados diferentes son

significativamente diferentes (p <0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher.
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Figura 80: Incremento relativo (ecuacién 51) en los diametros promedio D43 de las emulsiones CSS y
CST80, elaboradas en el rango de pH 3,0 a 5,0, sometidas a congelacion-descongelacién, respecto a las
emulsiones iniciales.

3.2.3.4.2. Agitacion mecéanica

En la Figura 81 se presentan los diametros promedio Da43 de las emulsiones sometidas
a agitacion mecéanica controlada durante 40 minutos. Se evidencid un incremento significativo
de los valores D43 en funcion del tiempo de agitacion en todas las emulsiones preparadas con
CSS, acorde a una desestabilizacion por coalescencia. Ademas, al detener la agitacion al final
de ensayo se observd desestabilizacion por cremado por el incremento del tamafio de las gotas.
No obstante, la estabilidad para las emulsiones ajustadas a pH 3,0 fue ligeramente mayor
durante los primeros 20 minutos del ensayo (Figura 81a). Las dispersiones acuosas del CSS a
pH 4,0 y 5,0 exhibieron valores de potencial { negativos, pero a pH 4,0 fue cercano a cero
(Figura 70) por su cercania al punto isoeléctrico de las proteinas de reserva y de suero de soja
(Sorgentini y Wagner 1999). Por lo tanto, la Ec estaria asociada al incremento en las
interacciones hidrofébicas, aumentando la probabilidad de ruptura de las peliculas interfaciales
durante la agitacion. En concordancia con los bajos valores de n* paras las dispersiones
acuosas de CSS a pH 4,0 y 5,0, la menor estabilidad de las emulsiones a estos pH también se

asociaria a la formacion de membranas interfaciales con menor viscoelasticidad y por ende,
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menor resistencia a la ruptura durante la agitacion. Ademas, el %Pa y I fue significativamente
inferior a los pH mencionados (Tabla 31), siendo este un factor que reduce la estabilidad de la
resistencia de la pelicula interfacial a la ruptura luego de un evento de colisién (Britten y
Giroux, 1999; Mitidieri y Wagner, 2002; Palazolo, 2006). Ademas, de los factores que operan
a nivel interfacial, el mayor tamafio de las particulas y GF de las emulsiones a pH 4,0 y 5,0
(Tabla 30) contribuyen, al mismo tiempo, a incrementar la Ec y, por ende, la susceptibilidad a
la desestabilizacion.

En la Figura 81 también se puede observar que las emulsiones preparadas con CST80 a
todos pH, exhibieron un menor incremento de los valores Ds3 durante los 40 minutos del
ensayo. Este resultado fue consistente con los menores tamafios de particula iniciales (Tabla
30) y con mayores valores de %Pa, I' y n* observados en las emulsiones CST80 (Figura 76,
Tabla 31. Todos los factores mencionados operan simultdneamente, explicando los resultados

obtenidos.
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Figura 81: Efecto de la agitacién orbital (275 r.p.m., 25 °C) sobre los didmetros promedio D43 de
emulsiones elaboradas con concentrados de sueros de soja (CSS) y tofu (CST80) bajo presion reducida
a 80°C y ajustadas a pH entre 3,0 a 5,0. a) pH 3,0, b) pH 4,0 y c) pH 5,0.
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3.2.4. Interaccidén entre concentrado proteico de suero de soja y

polisacarido soluble de soja

Los complejos entre proteinas y polisacaridos podrian combinar las excelentes
propiedades de emulsificacion de las proteinas con el efecto estabilizador de los polisacaridos
(Shepherd et al., 2000). Se ha demostrado que los sistemas mixtos proteinas-polisacéridos
combinan las propiedades hidrofobicas de una proteina con las propiedades hidrofilicas del
polisacérido, el cual esta altamente solvatado en la fase acuosa (Dickinson y Galazka 1991). La
formacion del complejo proteina-polisacarido en la superficie de la gota de una emulsion puede
mejorar su estabilidad frente a los tratamientos de estrés tecnolégico.

3.2.4.1. Dependencia de la turbidez y el potencial-{ con el pH

Para comprender el comportamiento de las interacciones entre el CSS y el SSPS en
emulsiones y en la interfase aceite/agua es fundamental conocer las interacciones que existen
en solucién. Por lo tanto, se estudid el efecto del pH sobre la turbidez de las dispersiones
acuosas de los sistemas mixtos CSS/SSPS (0,1 % "/p, relacion masica 1:1) y de las dispersiones
acuosas individuales de CSS y SSPS (0,1 % F/p), en presencia de agua destilada, urea 6,0 M y
urea 6,0 M+ DTT 30 mM (Figura 82). En agua destilada el CSS exhibié un comportamiento
similar al observado en la Figura 69a, hubo un incremento de la turbidez al descender el pH,
obteniendo valores maximos a pH 2,6 y 3,7; con el posterior agregado de solucion de HCI
hasta pH 2,0, se evidencio una ligera disminucion en los valores de turbidez (Figura 82a). El
CSS presentd una carga cercana a cero a pH entre 3,0 y 4,0 (Figura 70), resultado que coincide
con el mayor grado de asociacion que exhibe la muestra en este rango de pH y estaria cercano
al punto isoeléctrico de las proteinas del suero de soja (~pH 4,5) (Song et al., 2011). Ademas,
la presencia de polisacaridos acidos en el CSS aportaria una carga que promueva una auto-
asociacioén, debido a que en condiciones especificas el pH de agregacion puede coincidir con el
pKa (3,0) de los restos de acido galacturénico (Nakamura et al., 2001; Ray y Rousseau, 2013;
Porfiri y Wagner, 2018).
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Figura 82: Efecto del pH sobre la turbidez de dispersiones acuosas (0,1 % F/p) de concentrados de
sueros de soja (CSS), polisacarido soluble de soja (SSPS) y CSS/SSPS (relacion masica 1:1): a) en agua
destilada; b) en solucion de urea 6,0 M; ¢) en solucion de urea 6,0 M + ditiotreitol (DTT, 30 mM).
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Los valores de turbidez para el SSPS fueron cercanos a cero en todo el rango de pH
evaluado (2,0 a 7,0) (Figura 82a). Este resultado similar al obtenido previamente por Cabezas
et al (2019) y es atribuible a la alta solubilidad en agua que exhibe el polisacérido (Furuta y
Maeda 1999). Ademas, el SSPS no sufre cambios conformacionales con la variacion del pH
(Chivero et al., 2014). En la dispersion acuosa mixta CSS/SSPS se registrd una disminucion en
los valores de turbidez a todos los pH evaluados respecto a la de CSS (Figura 82), lo cual se
puede atribuir a la interaccion CSS/SSPS. Como se menciond previamente en la seccion
3.2.2.5, la presencia del SSPS disminuy6 la auto-asociacién de las moléculas de proteinas y la
formacion de agregados de gran tamafio. Estos resultados concuerdan con estudios realizados
en dispersiones acuosas mixtas de proteinas de suero lacteo (WPI) y SSPS (Cabezas et al.,
2019). EI SSPS tiene una fraccion proteica asociada, la cual se mantiene soluble y poco
agregada en solucion, debido a las interacciones electrostaticas y repulsiones de caracter
estérico, promovidas por la presencia de ramificaciones y de grupos funcionales cargados

negativamente en el polisacarido (Nakamura et al., 2004b).

En los ensayos de la variacion de la turbidez en presencia de urea 6,0 M (Figura 82b), el
CSS exhibid un marcado descenso en los valores de turbidez, lo cual se relaciona con la
disociacion de los agregados presentes por la accion del agente caotropico (Zangi et al., 2009).
Ademas, se observé un valor maximo de turbidez a pH 4,0 y un descenso sostenido al
disminuir el pH hasta 2,0, por lo que el efecto de disociacion de la urea tendria un mayor
impacto en los polisacaridos. Finalmente, en presencia de DTT la turbidez disminuyé para
CSS, asociandose a una disociacion adicional generada por la reduccién de los puentes
disulfuro (Figuras 82b y c). La turbidez del SSPS en presencia de urea 6,0 My DTT exhibio
valores cercanos a cero a todos los pH evaluados (2,0 a 7,0) (Figura 82b y c), lo que seria
consistente con la baja tendencia a asociarse de las moléculas de polisacaridos y por ende la
escasa presencia de particulas agregadas en el SSPS. Para las dispersiones mixtas de
CSS/SSPS en los ensayos con urea y DTT, los valores de turbidez disminuyeron respecto a los
obtenidos con el CSS, siendo mas cercanos a los obtenidos con las dispersiones acuosa de
SSPS (Figura 82b y c). Estos resultados podrian ser debidos a la carga que aporta el
polisacarido evitando la auto-asociacion por un efecto electrostatico y estérico (Cabezas et al.,
2019; Nakamura et al., 2004).

El potencial- fue negativo para todas las dispersiones acuosas a pH isoionico; al ajustar
el pH a 3,0 disminuy6 a valores méas cercanos a cero (Tabla 33), no obstante, para CSS a pH

3,0 se observaron valores ligeramente positivos. Estos resultados son coincidentes con
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reportados en un trabajo anterior por Ray y Rousseau (2013), donde dispersiones acuosas de
proteinas aisladas del suero de soja, SSPS y los sistemas mixtos, tomaron valores de potencial-

{ negativos en un rango de pH 4,0 a 7,0 y valores cercanos a cero en el rango de pH 2,0 a 4,0.

Tabla 33: Potencial-{ en dispersiones acuosas (0,1 % /p) de concentrado de suero de soja (CSS),
polisacérido soluble de soja (SSPS) y en sistemas mixtos CSS/SSPS (relacién mésica 1:1).

Potencial-{ (mV)

pH isoidnico
CSS SSPS CSS/SSPS
—18,50+0,50°A —24,47°8+0,35"8 22 40+0,40°C
pH 3,0
CSS SSPS CSS/SSPS

1,53+0,1228 -0,43+0,10**  —2,01+0,08°C

Los valores de potencial-{ se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) +
desviacién estandar. Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras mindsculas diferentes son
significativamente diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en
una misma fila seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05) segln lo
determinado por la prueba de Fisher.

Para el sistema mixto CSS/SSPS el potencial-( al pH isoidnico registr6 una carga
negativa de —22,40£0,40 mV, cercana al valor de la dispersion individual de SSPS a ese mismo
pH. Segun Wu etal. (2012), la interaccion entre CSS/SSPS es débil a pH cercanos a la
neutralidad o pH alcalinos por la repulsion electroestatica, debido a que ambos biopolimeros
tienen carga neta negativa (Tabla 33). La dispersion de CSS/SSPS a pH 3,0 present6 un valor
de potencial-{ ligeramente mas negativo (—2,01 mV) que las dispersiones individuales de CSS
y SSPS. Posiblemente el SSPS puede asociarse al CSS debido a la atraccion electrostatica,
formando un complejo proteina-polisacarido promovido por la neutralizacién de las cargas de
los grupos catidnicos en las moléculas de proteinas por los grupos anionicos del SSPS,
disminuyendo el potencial-C en el complejo CSS/SSPS. Ademas, la complejacion se corroboro
por medio de los ensayos de turbidez (Figura 82) donde se observo una disminucion del grado
de agregacion de las proteinas del CSS debido a la interaccion con el polisacéarido. Otros

autores han reportado la complejacién entre proteinas del suero lacteo y de soja con SSPS a pH
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3,0 obteniendo resultados similares a los obtenidos en este trabajo (Ray y Rousseau, 2013; Xu
y Liu, 2016; Cabezas et al., 2019).

3.2.4.2. Tamafo de particula por dispersion dinamica de luz (DLS)

En esta seccion se empled la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS) para evaluar
en forma complementaria a los ensayos de turbidez, las interacciones entre el CSS y el SSPS.
Si ambos biopolimeros no interaccionaran entre si, el tamafio de las particulas caracteristico del
CSS y del SSPS no se modificaria al preparar una dispersion mixta CSS/SSPS. Por lo tanto, la
variacion en las DTP seria consistente con una interaccion molecular. En trabajos previos se ha
empleado esta técnica para corroborar las interacciones del SSPS con proteinas de origen
vegetal y animal, ademas de la interaccion entre proteinas (Ray y Rousseau, 2013; Xu y Liu,
2016; Morales et al., 2017; Cabezas et al., 2019).

La DTP por intensidad de las dispersiones acuosas de CSS (0,1% /) se determiné a pH
isoionico y a pH 3,0 (Figura 83). A pH isoidnico, se observaron dos picos con modas a 52,3 y
280,1 nm. En cambio, al ajustar a pH 3,0 se observo una distribucién monomodal con un pico
méaximo a 288,4 nm. Debido a la carga neta que tiene el CSS a pH 3,0 (Tabla 33), se
incremento el grado de asociacion de los biopolimeros, contribuyendo al aumento observado
en el tamafio de las particulas. Al analizar los resultados mediante la distribucion de volumen
(Figura 83Db), se encontrd que a pH isoidnico hay una poblacion mayoritaria (o principal) con
moda a 22,8 nm. En cambio, en la dispersion ajustada a pH 3,0 se confirmo la asociacion de

los biopolimeros por el desplazamiento de la poblacion hacia mayores tamafos de particula.
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Figura 83: Distribucion de tamafio de particula por intensidad (a) y volumen (b) del concentrado

proteico de suero de soja (CSS, 0,1 % "/r), a pH isoionico y ajustada a pH 3,0.

La distribucién en intensidad para las dispersiones acuosas de SSPS (0,1% F/p) a pH
isoidnico y a pH 3,0 se presenta en la figura 84. La distribucion a pH 5,5 exhibio un alto grado
de polidispersion, con tres picos con modas de 18,9, 91,6 y 522,9 nm. La distribucién en
volumen (Figura 84b) confirmo que el polisacarido tiene particulas en el rango 100—1000 nm
pero en menor porcentaje que las particulas de menor tamafio, presumiblemente debido a alta
solubilidad en medio acuoso (Chivero etal., 2014). Sin embargo, las distribuciones en
intensidad y volumen de la dispersion ajustada a pH 3,0 evidenciaron particulas la presencia de
particulas de mayor tamafio. Aunque en este trabajo no se muestran los valores de diametro
hidrodinamico (Dz) del SSPS, en trabajos previos se han reportado valores similares a los
obtenidos en este trabajo a pH neutro y a pH 3,0 (Nakamura et al., 2006a; Xu y Liu, 2016;
Cabezas et al., 2019)
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Figura 84: Distribucion de tamafio de particula por intensidad (a) y volumen (b) de dispersiones

acuosas de polisacarido soluble de soja (SSPS, 0,1 % f/p), a pH isoidnico y pH 3,0.

La interaccion entre el CSS y el SSPS en dispersion acuosa (relacion masica 1:1) se
estudié a temperatura ambiente (25 °C), a pH isoidnico y a pH 3,0 (Figura 85). A pH 5,5 la
distribucion en intensidad fue bimodal, con dos poblaciones con modas de 32,5 y 248,0 nm. El
mismo comportamiento fue observado en CSS (Figura 83); sin embargo, en el sistema mixto la
presencia de SSPS redujo levemente el tamafio de las particulas en las dos poblaciones Al
analizar la distribucion en volumen, se evidencio la desaparicion casi completa de la poblacion
observada a 247,9 nm en la distribucion en intensidad. Ademas, la distribucion exhibio una
poblacion mayoritaria, cuya moda (24,3 nm) es similar a la observada en CSS (Figura 83). Este
resultado estaria indicando una débil interaccion CSS/SSPS a pH 5,5, por la carga neta
negativa de ambos biopolimeros, dificultando la complejacion o asociacion en la dispersion
(Yinetal., 2012; Xu y Liu, 2016).

En la dispersion CSS/SSPS ajustada a pH 3,0 se observé una distribucion en intensidad
de caracter monomodal con un pico a 160,4 nm (Figura 85). En cambio, la distribucion en
volumen fue bimodal con picos a 67,1 nmy a 193,2 nm. A pH 3,0 el SSPS y el CSS exhibieron
una carga neta opuesta (Tabla 33), promoviendo una interaccion electrostatica. Ademas, el
SSPS es un polisacarido ramificado y al interaccionar con las proteinas del CSS, reduce el
tamafio de particulas de los agregados debido a un efecto estérico. Por ende, los cambios en la
DTP en intensidad y en volumen indicarian una asociacién entre ambos biopolimeros al pH

mencionado. Estos resultados fueron similares a los informados por Ray y Rousseau (2013),
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donde la presencia de SSPS en las dispersiones mixtas con proteina aislada de suero de soja en
medio &cido disminuy6 el tamafio de las particulas en la dispersiones de CSS.
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Figura 85: Distribucion de tamafio de particula por intensidad (a) y volumen (b) del sistema mixto
CSS/SSPS relacion masica 1:1 (0,1 % F/p), a pH isoidnico y pH 3,0.

3.2.4.3. Comportamiento interfacial en interfase aceite/agua

En esta seccion se evaluaron las propiedades interfaciales en la interfase aceite/agua del
CSS, SSPS y el sistema mixto CSS/SSPS (relacion masica 1:1). Los valores de presion
interfacial de equilibrio (mw) mostraron claramente el siguiente orden decreciente:
CSS/SSPS>SSPS>CSS (Tabla 34, p<0,05), indicando que la complejacion entre ambos
biopolimeros genera especies con una mayor actividad interfacial que los componentes
individuales. Ademas, se debe considerar que las dispersiones CSS/SSPS tienen una
concentracion total de biopolimero mas alta que las preparadas con CSS y SSPS, factor que
podria contribuir a un aumento de wi. El incremento de la actividad interfacial del WPI por

complejacion con SSPS a pH 3,0 también fue observado previamente por Cabezas et al (2019).
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Tabla 34: Presion interfacial de equilibrio del sistema mixto CSS/SSPS y de las dispersiones
individuales de CSS y de SSPS ajustadas a pH 3,0.

Presion interfacial ()
pH CSS SSPS CSS/SSPS
3,0 8,4+ 0,1° 9,0°+0,1° 9,35°+0,1°

Los valores de presion interfacial se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n = 3)
+ desvio estandar. Los valores promedio en una misma fila seguidos de letras mindsculas diferentes son
significativamente diferentes (p <0,05), segun lo determinado por la prueba de Fisher.

Ademas, se estudio la evolucion de la viscosidad compleja interfacial (n*) en funcion
del tiempo y en la interfase aceite/agua para los sistemas mencionados a dos concentraciones
diferentes (2,0 y 3,0% "/p) y a pH 3,0; los resultados se muestran en la Figura 86. A 2,0% "/p,
los valores de n* del CSS se incrementaron rapidamente desde el inicio del ensayo acorde con
una rapida adsorcion y reordenamiento interfacial. En cambio, en el SSPS la viscosidad
compleja interfacial se incrementd mas lentamente, mostrando ademas un menor valor al final
del ensayo (Figura 86a). La pelicula formada con el sistema mixto, con una concentracion total
de biopolimero mayor que la de las dispersiones individuales (2,0% CSS + 2,0% SSPS),
presentod durante todo el ensayo un comportamiento similar al del CSS (Figura 86a), lo que
indica que la viscoelasticidad de la pelicula interfacial estd gobernada por el concentrado
proteico. Como se menciono en los capitulos anteriores, la viscoelasticidad del film interfacial
depende de la intensidad de las interacciones atractivas que se establecen entre las especies
adsorbidas en la interfase (Baldursdottir et al., 2010). La fraccion proteica asociada al SSPS,
con mayor afinidad por la interfase, permite el anclaje promoviendo su adsorcion y los grupos
funcionales hidrofilicos de la cadena principal y de las ramificaciones se ubican en la fase
acuosa, generando una repulsién estérica entre los biopolimeros adsorbidos. Esto podria
contribuir a disminuir la viscoelasticidad de la pelicula interfacial (Nakamura et al., 2006a). En
cambio, para el CSS y el sistema mixto, la viscoelasticidad de la pelicula interfacial es mayor
debido a la contribucién de las proteinas del CSS presentes en las dispersiones. De hecho, en
este trabajo se resaltd la contribucién de la adsorcion de particulas insolubles de mayor tamafio
del CSS a pH 3,0 a la viscoelasticidad del film interfacial, acorde a con los valores observados
de Dso,o (Tabla 28).
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Figura 86. Perfiles interfaciales de viscosidad compleja (n*) en funcion del tiempo, en la interfase
aceite/agua para las dispersiones acuosas del concentrado de suero de soja (CSS), del polisacérido
soluble de soja (SSPS) y del sistema mixto CSS/SSPS ajustadas a pH 3,0: a) concentracién de muestra
2,0% P/p, b) concentracion de muestra 3,0% "/p. Los valores fueron expresados como el promedio de tres

mediciones independientes (n=3) + desvio estandar.

Los ensayos realizados con las dispersiones al 3,0% P/p. se presentan en la figura 86b,
donde se observo un incremento mas lento de n* en relacion con los observados en los ensayos
con dispersiones acuosas de menor concentracién. Ademas, no se registraron diferencias

significativas en la viscosidad compleja interfacial del CSS, SSPS y del sistema mixto
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CSS/SSPS al final del ensayo. Estos resultados estarian indicando que, debido a la realizacion
del ensayo con dispersiones concentradas de las muestras, la interfase esta saturada de
biopolimeros, en la cual se forma una multicapa de proteinas y polisacaridos, estando las
moléculas de proteina adsorbidas en la capa interna y en la capa externa polisacaridos

aportando un efecto estérico (Dickinson, 2015; Semenova, 2017).

3.2.4.4. Caracterizacion de las emulsiones iniciales

3.2.4.4.1. Distribucién de tamafio de particula y microestructura

En la Figura 87 se muestra la DTP en volumen para las emulsiones iniciales elaboradas
con dispersiones acuosas de CSS y SSPS al 2,0 y 3,0 % P/ de muestra. Las emulsiones CSS al
2,0% presentaron una DTP bimodal con una poblacion de gotas minoritaria con diametros en el
orden de 1,0 um y una poblacion predominante con gotas de diametros superiores a 5,0 um
(Figura 87a). Las emulsiones elaboradas con el concentrado al 3,0%, mostraron una DTP
similar, aunque con valores levemente mayores de D32y Da3 respecto a las formuladas a la
menor concentracion (p<0,05, Tabla 35). Por medio de los ensayos de microscopia Optica se
pudo observar cualitativamente la presencia de floéculos en las emulsiones CSS, siendo
consistente con los altos valores de GF (Figura 87; Tabla 35).

La DTP para las emulsiones elaboradas con SSPS al 2,0% present6 dos poblaciones
bien definidas; la primera con gotas con diametros entre 0,5y 2,0 um y la segunda con gotas
con didmetros de 5 a 45 um (Figura 87b). Las emulsiones formuladas con SSPS al 3,0 %
también fueron de caracter bimodal, pero con una poblacién minoritaria compuesta por gotas
con diametros entre 0,5 y 2,5 um y una poblacidén mayoritaria compuesta por gotas con
diametros entre 5,0 y 10 um (Figura 87b). Los valores de D32y Da3 de las emulsiones SSPS
3,0% fueron significativamente inferiores a los observados para las preparadas a la menor
concentracion (p<0,05, Tabla 35). En las micrografias se observa de forma cualitativa que las
emulsiones elaboradas con SSPS tienen una baja tendencia a la floculacion y gotas de tamafio
pequefio, acorde a los valores de Das3, D3> y GF (Tabla 35). Por lo tanto, a concentracion
equivalente de muestra, el SSPS tiene mejor capacidad como emulsificante que el CSS. En

estudios previos se ha empleado el SSPS para la elaboracién y estabilizacion de emulsiones
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O/W a pH 3,0, presentando comportamientos similares a los observados en este trabajo, con
didmetros de gota comprendidos entre 0,1 y 10 um (Nakamura et al., 2004a; Nakamura et al.,
2006b). Las proteinas presentes en el SSPS juegan un papel fundamental en las propiedades
emulsificantes, adsorbiéndose rédpidamente en la interfase aceite/agua durante Ila
homogenizacion y favoreciendo el anclaje de los polisacéridos, formando una pelicula
interfacial gruesa y altamente hidratada (Nakamura et al., 2004a). Por lo tanto, al emplear
SSPS como unico agente emulsificante, las gotas recién formadas se estabilizan por
impedimento estérico otorgado por la cadena ramificada del polisacarido. Esto evita la

floculacion y la re-coalescencia durante la homogeneizacion.
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Figura 87: Distribucién de tamafio de particula y microestructura de las emulsiones O/W preparadas
con dispersiones acuosas al 2,0y 3,0 % "/p de CSS y SSPS a pH 3,0: a) CSS y b) SSPS. Para el analisis
de la microestructura (aumento: 200x), las emulsiones se diluyeron 1:20 V/v con agua destilada ajustada

al mismo pH de las emulsiones. Barra: 100 um.
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Las emulsiones que se elaboraron empleando la estrategia de complejacion en fase
acuosa (CFA) al 2,0 y 3,0 % P/p, presentaron una DTP de caracter bimodal (Figura 88a), con
una poblacién mayoritaria de particulas con didmetros entre 0,1 y 10 um. En las micrografias
Opticas se observo que las emulsiones CFA al 2,0% tienen la presencia de pequefios fléculos,
los cuales desaparecieron en las emulsiones formuladas al 3,0 % (Figura 88a), resultado que se
condice con valores de GF (Tabla 35). Por lo tanto, en las emulsiones formuladas por la
estrategia CFA se evidencid una reduccidn significativa en los valores D3 Da3 y GF respecto
a las elaboradas con dispersiones acuosas de CSS al 2,0 y 3,0 % (p<0,05; Tabla 35). Ray y
Rousseau (2013) estudiaron la formacion de complejos entre proteinas aisladas del suero de
soja y SSPS logrando emulsiones con tamafios de gotas similares a los obtenidos en este
trabajo y con una alta estabilidad frente al almacenamiento estacionario.

Las DTP para las emulsiones elaboradas por medio de la estrategia de complejacion en
interfase (CIF) presentaron dos poblaciones de particulas, una con diametros menores a 2,0 um
y otra mayoritaria en el rango 10-210 pm con una moda cercana a 55 pm en ambas
concentraciones (Figura 88b). Estos resultados se asocian al mecanismo que se emplea para la
formacion de las emulsiones, adicionando la dispersion acuosa del SSPS, sobre la emulsion ya
formada con CSS a pH isoionico, antes del ajuste a pH 3,0. Por lo tanto, el mezclado del SSPS
en la emulsion ya formada no tiene suficiente energia para que el polisacarido se incorpore a la
interfase al ajustar el pH a 3,0 y genere una estabilizacion estérica entre las gotas. Esto podria
atribuirse a que el valor absoluto de los potenciales-¢ de ambos biopolimeros, aunque de signos
opuestos, son pequefios (Tabla 33). Ademas, parte de los biopolimeros del CSS estan
adsorbidos en la interfase aceite/agua; la repulsion estérica entre los grupos funcionales
hidrofilicos del CSS orientados hacia la fase acuosa y los de la cadena ramificada del SSPS
impedirian una complejacion eficiente. En este caso, el tamafio de las particulas en la emulsion
CIF estan gobernados por la capacidad del CSS como emulsificante a pH isoidnico, la cual es
muy limitada. Por medio de las micrografias Opticas se puede observar que las emulsiones CIF
estdn altamente floculadas y presentan gotas de gran tamafio, que se relaciona con los

parametros mostrados en la Tabla 35.
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Figura 88: Distribucién de tamafio de particula y microestructura de las emulsiones O/W preparadas
con dispersiones mixtas CSS/SSPS (relacion masica 1:1, 2,0 y 3,0 % F/» de cada biopolimero) por
medio de las distintas estrategias de complejacién a pH 3,0: a) CFA; b) CIF y c) CIFS. Para el anlisis
de la microestructura (aumento: 200x), las emulsiones se diluyeron 1:20 V/v con agua destilada ajustada

al mismo pH de las emulsiones. Barra: 100 um.
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Tabla 35: Didmetros promedio de De Brouckere (Da3), didmetros promedio de Sauter (Ds_2) y grado de
floculacion (GF%) de las emulsiones O/W iniciales elaboradas con dispersiones acuosas (2,0 y 3,0 %
PIp) de CSS, SSPS vy los sistemas mixtos CSS/SSPS (relacion masica 1:1, 2,0 y 3,0 % F/» de cada
biopolimero).

D43 (um) D32 (um) GF (%)

Muestra 2,0% 3,0% 2,0% 3,0% 2,0% 3,0%

aC bD
Css 20,9+0,6™  251208™ gg.50ic  140+04%°  51.09+01%€ 43 9+0,2€

SSPS 531004 20401  10+01%®  13+01C  7.6£02°C  25£0,1:C
CFA 13+0,1%A  0,840,1%® 05+0,03A 04+0,03®  68+02%  07+0,1%
CIF 411400 37.7+412€ 238+14%° 202+11%€  308+04%°° 10,6403
CIFS

1,3+0,1"  0,740,04** 0,8+0,07** 0,32+0,02°* 0,2+0,0°* = 0,1+0,0%

Los valores se expresaron como el promedio de tres determinaciones independientes (n = 3) * desvio estandar.
Los valores promedio en una misma columna seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente
diferentes (p <0,05), segin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en una misma fila
seguidos de letras minuscula diferentes son significativamente diferentes (p<0,05) segun lo determinado por la
prueba de Fisher.

En la Figura 88c se presentan las DTP para las emulsiones elaboradas por la estrategia
de complejacion en interfase con proceso de sonicacion adicional (CIFS). Se observa que las
distribuciones tanto al 2,0% como al 3,0% fueron monomodales y con valores D32 y Dags
inferiores a 2,0 um en ambas concentraciones (Tabla 35). Estos resultados se pueden asociar a
la energia otorgada en el proceso de sonicacion después de la complejacion, suficiente para que
la fraccion proteica del SSPS se incorpore en la interfase disminuyendo el tamafio de las gotas
y la cadena ramificada del polisacarido se ubica en la capa exterior, formando una emulsion
multicapa. Ademas, es altamente probable que parte del CSS no adsorbido se asocie con el
SSPS en la dispersién, formando complejos que también actian como emulsificantes en la
segunda etapa de sonicacion. En la formacion de sistemas multicapa el biopolimero que se
adiciona sobre la emulsién ya formada suele ubicarse en la parte exterior de la interfase y
formar una bicapa (Dickinson, 2015). En las micrografias se puede observar que la emulsiones

CIFS, a las dos concentraciones de muestra que se elaboraron, no exhiben la presencia de
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floculos y cualitativamente se observan gotas de pequefio tamafio. Este resultado esta de
acuerdo con los bajos valores observados de D32, D43y GF (Figura 88c; Tabla 35).

En las emulsiones formadas por medio de las estrategias CIFS y CFA se observo que la
complejacion CSS/SSPS es una buena alternativa para formar emulsiones iniciales con
didmetro de gota pequefios y con la capacidad para inhibir la floculacion por puenteo durante el
proceso de homogeneizacion; el mismo estaria fundamentalmente asociado al impedimento

estérico entre las gotas que ejerce el SSPS.

3.2.4.4.2. Comportamiento de flujo

En la Figura 89 se presenta la viscosidad aparente en funcion de la velocidad de
deformacién para las emulsiones elaboradas con dispersiones acuosas de CSS, SSPS vy los
sistemas mixtos CSS/SSPS elaborados por las diferentes estrategias de complejacion (CFA,
CIF y CIFS). En lineas generales, se observa que la viscosidad de las emulsiones disminuy6
con el incremento de la velocidad de deformacion, lo que denota un comportamiento
caracteristico para fluidos pseudoplasticos (Figura 89). Estos resultados serian consistentes con
la existencia de floculos (Figuras 87 y 88), los cuales son disgregados a bajas velocidades de
deformacion.

Con las emulsiones preparadas con las diferentes dispersiones al 2,0%, las curvas de
flujo evidenciaron que la viscosidad aparente fue mayor en las emulsiones CSS y CIF; esto se
vio reflejado en los valores de K obtenidos por medio del modelo reoldgico de la ley de
Potencia (Tabla 36), que estaria relacionado con la mayor presencia de floculos observados en
estas emulsiones (Figura 87a y 88b). Esta tendencia también se observé a grandes velocidades
de deformacion Las emulsiones SSPS y CIFS exhibieron los menores valores de K y al mismo
tiempo, valores de n cercanos a 1,0, acorde a un comportamiento de flujo cercano al
newtoniano.

Al aumentar la concentracion de muestras a 3,0%, se observo una disminucion
significativa de K en las emulsiones CSS y CFA (p<0,05). Ademas, el indice de
comportamiento de flujo aumentd significativamente en las emulsiones CSS, CFA y CIF
(p<0,05). En lineas generales, todas las emulsiones mostraron valores de n cercanos a 1, lo cual

estaria asociado a un menor GF de las emulsiones (Tablas 35 y 36).
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Las dispersiones acuosas de SSPS, a diferencia de las de otros polisacaridos tienen baja
viscosidad debido a su estructura ramificada (Matemu et al., 2009). Al usarlo como
emulsificante, se generan emulsiones de bajo GF debido especialmente a la repulsion estérica
asociada a las cadenas ramificadas del polisacarido, como se menciond anteriormente; esto fue
consistente con el comportamiento de flujo casi newtoniano de las emulsiones SSPS (Tabla
36). En las emulsiones preparadas con las dispersiones mixtas, la presencia del SSPS reduce el
GF debido también a un efecto estérico repulsivo por la presencia de polisacéridos en la
interfase, lo cual fue especialmente evidente en las preparadas usando las estrategias CFA y
CIFS.

Tabla 36: Constantes reoldgicas de la ley de potencia (K: indice de consistencia y n: indice de
comportamiento de flujo) para las emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas (2,0 y 3,0% "/p
de muestra) de concentrado de suero de soja (CSS), de polisacarido soluble de soja (SSPS) y de
sistemas mixtos CSS/SSPS (relacion masica 1:1; 2,0 y 3,0 % "/» de cada biopolimero) empleando las

diferentes estrategias de complejacion.

2,0%
Parametros CSS SSPS CFA CIF CIFS
K 0,23+0,02°P 0,01+0,0234 0,09+0,01°8 0,12+0,05%¢ 0,01+0,0134
n 0,59+0,0134 0,95+0,082¢ 0,79+0,0728 0,59+0,0134 0,99+0,09?¢
3,09
Parametros °
CSS SSPS CFA CIF CIFS
K 0,08+0,0328 0,01+0,0134 0,04+0,0128 0,140,023 0,01+0,0134
n 0,89+0,02°A 1,01+0,04%8 1,0+0,0208 0,90+0,01°A 1,040,108

Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3) * desvio estandar. Los
valores promedio en una misma columna seguidos de letras mindsculas diferentes son significativamente
diferentes (p<0,05), seglin lo determinado por la prueba de Fisher. Los valores promedio en una misma fila
seguidos de letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes (p<0,05) segun lo determinado por la
prueba de Fisher.
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Figura 89: Comportamiento de flujo de las emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas al 2,0
y 3,0% F/p de CSS y SSPS y con sistemas mixtos CSS/SSPS por medio de las diferentes estrategias de
complejacion (relacion masica 1:1; 2,0 y 3,0% "/ de cada biopolimero): a) emulsiones elaboradas al
2,0% y b) emulsiones elaboradas al 3,0%.

3.2.4.4.3. Estudio de estabilidad global de las emulsiones por dispersion multiple de luz

El analizador vertical de barrido Turbiscan® detecta cambios en el tamafio de particulas
de las emulsiones con menor sensibilidad que los registrados por difraccion laser o SLS
(Palazolo et al., 2005). No obstante, el analisis de los perfiles de backscattering (%BS) en
funcion del tiempo permite una evaluacion de la desestabilizacion global sin dilucion previa,

pudiendo evaluar simultaneamente los procesos de migracion de particulas (sedimentacion y
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cremado) y de variacion de tamafio de particulas debido a fendmenos de agregacion
(floculacion y coalescencia) (Cabezas et al., 2012; Palazolo et al., 2005; Wang et al., 2018).
Esto no es posible con el analizador SLS, donde la emulsién se somete a agitacion y dilucién
antes de las medidas. Como ensayo complementario, se determiné el %BS en las emulsiones
elaboradas con dispersiones acuosas de CSS, SSPS y CSS/SSPS en el transcurso de 7 dias de
almacenamiento estacionario. En todos los casos, se observé disminucion en los valores de
%BS debido a un proceso de migracion de las gotas desde la parte inferior a la superior del
tubo, evidenciandose un corrimiento del perfil de backscattering de izquierda a derecha a
medida que trascurre el tiempo, el cual produce una disminucién del %BS en la parte inferior
del tubo de medida (zona 0-20 mm) (Figuras 90 y 91). En general, en condiciones
estacionarias de almacenamiento, la coalescencia es un mecanismo de desestabilizacion méas
lento que el cremado Yy la floculacién (Britten y Giroux, 1991; McClements, 2016). En base a
lo mencionado, los resultados observados indican que las emulsiones inicialmente se

desestabilizaron por floculacion y cremado (Marquez et al., 2005; Palazolo et al., 2005).

Las emulsiones elaboradas con CSS, independientemente de la concentracion, se
desestabilizaron al cabo del tercer dia de almacenamiento (Figura 90a y b). Estos resultados se
correlacionan con los elevados valores de D43 (superiores a 20 um) y de GF (Tabla 35) de las
emulsiones iniciales, lo cual promueve la migracién de floculos y gotas individuales y la
formacion de una fase crema a medida que prosigue el tiempo de almacenamiento. En las
emulsiones SSPS, las cuales evidenciaron menores valores de D43 respecto a las de CSS y la
ausencia de floculos (Figura 87, Tabla 35), también se observé separacion gravitacional en el
tercer dia de almacenamiento. No obstante, el corrimiento del perfil fue menos pronunciado,
resultado consistente con una mayor estabilidad de las emulsiones SSPS respecto a las de CSS
a concentracion equivalente de muestra (2,0 y 3,0% P/p) (Figura 90c y d). Estudios previos han
demostrado que las emulsiones estabilizadas con SSPS a pH 3,0 exhiben una alta estabilidad a
la separacion gravitacional durante el almacenamiento estacionario, por la formacion de una
pelicula interfacial gruesa e hidratada que modifica la densidad de la gota, haciéndola mas

cercana a la de la fase continua (Ray y Rousseau, 2013).
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Figura 90: Perfiles de backscattering (%BS) en funcion de la altura del tubo y el tiempo de
almacenamiento de emulsiones O/W preparadas con dispersiones acuosas de CSS y de SSPS a pH 3,0:
a) CSS 2,0 % "/p; b) CSS 3,0% P/p; ) SSPS 2,0 P/y; d) SSPS 3,0 % /.

Las emulsiones preparadas con dispersiones mixtas por medio de las estrategias CFA 'y
CIFS fueron considerablemente méas estables que las emulsiones control durante los 7 dias de
almacenamiento (Figuras 90 y 91). Los perfiles de %BS registraron un menor descenso en la
parte inferior del tubo (zona 0—20 mm), acorde con una migracion mas lenta de gotas a la parte
superior. Al incrementar el contenido de muestra al 3,0% en ambas estrategias, se incrementd
la estabilidad de las emulsiones exhibiendo una menor variacion temporal de los perfiles de
backscattering (Figura 91). Estos resultados indican que los complejos proteina-polisacarido
con cargas cercanas a la neutralidad, forman emulsiones con tamafio promedio de gota pequefio
y bajo grado de floculacion, retrasando la separacion de las fases en las emulsiones (Ganzevles
et al., 2008). En este contexto, los valores de D43, D32y de GF de las emulsiones CFA y CIFS
fueron inferiores a los de las emulsiones control (Tabla 35). Resultados similares fueron
reportados por Ray y Rousseau (2013), logrando emulsiones estables con sistemas mixtos de
proteinas de suero de soja y SSPS ajustadas a pH 3,0.

Por otra parte, las emulsiones CSS/SSPS elaboradas por medio de la estrategia CIF,
registraron un notorio descenso del %BS en la zona 0—20 mm, resultado que denota una rapida

desestabilizacion por cremado (Figura 91e y f). De acuerdo con lo descripto anteriormente, la
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mayor desestabilizacidn en las emulsiones CIF al 2,0 y 3,0 % podria deberse al elevado tamafio
promedio de particula y la presencia de floculos, debido a una débil complejacién del CSS y
SSPS a nivel interfacial, como fue descripto anteriormente.

El estudio de estabilidad global por dispersion multiple de luz se complet6é con los
valores de indice de estabilidad de Turbiscan (TSI; Figura 92), el cual es un pardmetro muy
sensible a los procesos de desestabilizacion por floculacion, cremado y coalescencia; cuanto
mayor es el TSI mas inestable es el sistema (Wang et al., 2018). Los valores de TSI al cabo de
7 dias de almacenamiento exhibieron el orden decreciente CSS>CIF>SSPS>CIFS~CFA
(p<0,05) en todas las concentraciones que fueron formuladas las emulsiones (2,0 y 3,0 % F/p),
exhibiendo una buena correlacién con los perfiles de %BS. Ademas, el incremento en la
concentracion de muestra en todas las emulsiones redujo levemente los valores de TSI (Figura
92b). Por lo tanto, las emulsiones elaboradas por medio de las estrategias CFA y CIFS, fueron

las més estables en condiciones de almacenamiento estacionario (Figura 91).
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Figura 91: Perfiles de backscattering (%BS) en funcion de la altura del tubo y el tiempo de
almacenamiento de emulsiones (O/W) preparadas con dispersiones mixtas CSS/SSPS (relacion masica
1:1; 2,0 y 3,0% F/p de cada biopolimero) a pH 3,0 usando distintas estrategias de complejacion: a) CFA
2,0 % P/p, b) CFA 3,0% "/ c) CIF 2,0 "/p; d) CIF 3,0% */p, €) CIFS 2,0 P/py ) CIFS 3,0% "/p.
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Figura 92: indice de estabilidad de Turbiscan (TSI) de las emulsiones O/W preparadas con CSS, SSPS
y los sistemas mixtos CSS/SSPS (relacion mésica 1:1) almacenadas estacionariamente durante 7 dias: a)

Emulsiones elaboradas al 2,0 % de muestra /» y b) Emulsiones elaboradas al 3,0% de muestra "/».
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3.2.45. Evaluacion de la estabilidad de las emulsiones frente a los tratamientos
tecnoldgicos

3.2.4.5.1. Congelacion-descongelacion

En la Figura 93 se presentan los valores de D43 para las emulsiones en funcion del
tiempo de almacenamiento en congelacién. En las emulsiones preparadas con CSS a ambas
concentraciones hubo un incremento significativo de los valores D43 con un incremento
superior al 420% luego de 7 dias de almacenamiento congelado, observandose al mismo
tiempo aceite liberado (oiling off) al final del ensayo. Estos Figura 87; Tabla 35) que son
forzados a confinarse en un volumen pequefio de la fase acuosa no congelada, promoviendo la
desestabilizacion por coalescencia.

Las emulsiones SSPS mostraron un mejor comportamiento que las preparadas con CSS
en todo el periodo de tiempo de almacenamiento congelado; durante los dos primeros dias de
almacenamiento en congelacion mostraron un muy bajo incremento de Das3 luego de la
descongelacion (Figura 93). Estos resultados se asociarian con un menor D43y la ausencia de
floculos de estas emulsiones (Figura 87; Tabla 35). Ademas, durante el almacenamiento
congelado, la repulsion estérica promovida por la presencia de los polisacaridos adsorbidos en
la interfase y en la fase acuosa no congelada ejerceria un efecto estabilizante en un periodo
corto, pero el mismo seria muy limitado a tiempos mayores de almacenamiento. De hecho, al
final del ensayo (7 dias) se observé aceite liberado en las emulsiones luego de la
descongelacion a ambas concentraciones de muestra, como consecuencia de un proceso

avanzado de coalescencia durante el almacenamiento congelado.
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Figura 93: Variacién de diametro promedio de De Brouckere (D43) con el tiempo de almacenamiento
en congelacion (—18,0 + 2,0 °C) de emulsiones O/W ajustadas a pH 3,0 preparadas con CSS, SSPS y
los sistemas mixtos CSS/SSPS (relacion masica 1:1); a) Emulsiones preparadas al 2,0% P/» y b)

Emulsiones preparadas al 3,0% /.

Al someter a congelacion-descongelacion a las emulsiones elaboradas con las distintas

estrategias de complejacion, se puede observar que las emulsiones CFA y CIFS exhibieron un
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menor incremento en los diametros D43 durante los siete dias de almacenamiento congelado,
respecto a las demés emulsiones; no obstante, fue CIFS la que exhibi6 el menor incremento en
el tamafio de particula (Figura 93). Estos resultados se relacionan con las propiedades de las
emulsiones iniciales, ya que ambas emulsiones no mostraron la presencia de floéculos y los
valores de Ds3z fueron inferiores a 2,0 um (Tabla 35; Figura 88c). Ademas, la pelicula
interfacial en multicapa formada por medio de esta estrategia seria resistente a los procesos
desestabilizantes que tienen lugar durante la congelacion y el almacenamiento congelado como
la formacion de cristales de hielo y el confinamiento de las gotas en un volumen reducido de
fase acuosa no congelada. Se sabe que la presencia del SSPS ramificado y cargado
negativamente forma una pelicula gruesa y crea una repulsién estérica de corto alcance entre
las gotas que impide la desestabilizacion (Rodriguez-Ruiz et al., 2009). Otros autores han
demostrado que los sistemas emulsionados en los que las gotas estan recubiertas por
biopolimeros empleando la técnica de electrodeposicion capa por capa (“layer by layer”),
mejora las estabilidad a la congelacion-descongelacion (Aoki et al., 2005). En otro trabajo, las
emulsiones multicapa formadas con SDS, quitosano y pectina citrica preparadas mediante la
misma técnica, han logrado buena estabilidad frente a los ciclos de congelacion-
descongelacion, debido a la formacion de una pelicula interfacial que estabiliza las gotas por
repulsion electrostatica y estérica (Thanasukarn et al., 2006).

Las emulsiones elaboradas por la estrategia CFA, no presentaron un incremento
significativo en los valores de D43 durante el primer dia del ensayo, sin embargo, a partir del
tercer dia se observd un aumento en el diametro promedio lo que indicé el inicio del proceso de
desestabilizacion (Figura 93). No obstante, esta estrategia de complejacién permitié obtener
emulsiones mas estables que las elaboradas con las dispersiones individuales de SSPS y CSS.
Nuevamente, al igual que en las emulsiones CIFS, las CFA mostraron bajos valores de Da3zy
GF, lo cual podria contribuir al incremento observado en la estabilidad (Tabla 35). Como se
observé anteriormente, la viscoelasticidad del de la pelicula interfacial de CSS y del sistema
mixto CSS/SSPS fue similar (Figura 86); no obstante, se debe considerar que la adsorcion
interfacial de las especies durante la preparacion de las emulsiones es forzada debido al flujo
turbulento y la cavitacion, a diferencia de lo que sucede en los ensayos de reologia interfacial.
Por lo tanto, aunque la presencia del SSPS no incrementa la viscoelasticidad de la pelicula en
los ensayos de reologia interfacial, en la interfase de las gotas contribuye a la estabilizacion de
las emulsiones frente a la congelacion. EI SSPS, ademas del conocido efecto estérico y/o
repulsion electrostatica que ejerce en la interfase (Nakamura et al., 2004b; Nakamura et al.,

2006c; Porfiri etal., 2016), puede interaccionar con el agua por puentes de hidrogeno
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hidratando la superficie de las gotas (Komatsu et al., 1997) y asi evitando la ruptura de film
interfacial durante el almacenamiento congelado. En este contexto, las emulsiones preparadas
con complejos WPI/SSPS a pH 3,0 usando una estrategia similar a la CFA fueron mas estables
a la congelacion-descongelacion que las emulsiones WPI control (Cabezas et al., 2019).
Ademas, como se ha mencionado previamente, por este mecanismo de complejacion, Ray y
Rousseau (2013) lograron formar un complejo proteina de suero de soja/polisacarido soluble
de soja para estabilizar emulsiones O/W a pH 3,0 contra la coalescencia y separacion de fase,
logrando excelentes resultados durante 60 dias de almacenamiento en condiciones
estacionarias. Esta estabilidad fue nuevamente promovida por el efecto estérico entre las gotas.

Como se menciond anteriormente, las emulsiones CIF exhibieron gotas de gran tamafio
y un alto grado de floculacion (Figura 88b; Tabla 35), las cuales frente al proceso de
congelacion-descongelacion no arrojaron buenos resultados, registrandose un incremento
significativo de Das3 luego de 24 h de almacenamiento congelado y aceite liberado en el
séptimo dia. Ademas de la presencia de gotas y floculos de gran tamafio, la baja interaccion
entre el SSPS y CSS adsorbido en la interfase contribuiria a la baja estabilidad. Por lo tanto, la
etapa de sonicacion adicional de la emulsion CIF (estrategia CIFS) fue una estrategia valida
para aumenta la estabilidad de las emulsiones frente al almacenamiento estacionario y la
congelacion-descongelacion (Figuras 91-93). Este tratamiento de homogeneizacion adicional
permite entregar la energia suficiente para que el SSPS ingrese a la interfase y produzca
ademas una disminucion del tamafio promedio de las gotas individuales y una defloculacion.
Otros autores también han empleado la sonicacién para deflocular emulsiones multicapa,
formadas durante el primer proceso de homogeneizacién y recubiertas por quitosano para
formar la multicapa (Ogawa et al., 2003a; Ogawa et al., 2003b).

Como se menciond anteriormente, se sabe que la congelacion-descongelacion es un
tratamiento altamente desestabilizante para las emulsiones, por fenGmenos que ocurren en la
fase continua, dispersa y a nivel interfacial (Ghosh et al., 2006; McClements, 2004; 2016;
Palazolo etal., 2011, 2013, 2016). Se debe resaltar que las emulsiones se almacenaron a
temperatura bajo cero durante un tiempo moderado (7 dias) y las mismas se prepararon
empleando una fase oleosa con baja temperatura de cristalizacion. Si bien la temperatura de
cristalizacion del aceite de girasol libre es de aproximadamente —17 °C (cercana a la
temperatura promedio empleada para el tratamiento de congelacion, —18 °C), al encontrarse
dispersado en pequefias gotas se puede mantener liquido en un periodo relativamente largo. Por

lo tanto, el impacto de la cristalizacion de la fase dispersa en la desestabilizacion seria
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despreciable, en especial a tiempos cortos de almacenamiento y por ende, los efectos de la
congelacion mencionados anteriormente podrian atribuirse principalmente a los procesos que

ocurren en la fase acuosa y a nivel interfacial (Thanasukarn et al.,2004 Palazolo et al., 2013;).

3.2.4.5.2. Agitacion mecénica

En la Figura 94 se observan los valores D43 de las emulsiones elaboradas con
dispersiones acuosas de CSS, SSPS 2,0 y 3,0 % P/p y los sistemas mixtos CSS/SSPS (relacion
masica 1:1; 2,0 y 3,0% P/ de cada biopolimero), sometidas a tratamiento de agitacion
mecénica controlada durante 60 min. La emulsion CSS al 2,0 % exhibi6 un notable incremento
de D43 a los 10 min de agitacion y a los 40 min se observd liberacion de aceite (oiling off)
debido a un proceso avanzado de coalescencia, impidiendo la continuacion del ensayo. No
obstante, al aumentar la concentracion de muestra el incremento en los valores D43 fue menor
y se logré completar el ensayo sin liberacion del aceite (Figura 94b). La baja estabilidad de las
emulsiones elaboradas con CSS frente al esfuerzo de corte, inicialmente se asocia al alto grado
de floculacién y al elevado tamafio de particula en las emulsiones iniciales (Tabla 35). Como se
mencion0 anteriormente en este trabajo el tratamiento de agitacion orbital incrementa
notablemente la Fc (Britten y Giroux, 1999; McClements, 2016). En esta condicién, la Ec entre
las gotas de las emulsiones CSS es alta debido a los elevados diametros iniciales de particula
promoviendo la deformacion y ruptura del film interfacial ante un evento de colision. Las
interacciones coloidales entre las gotas serian otro factor fundamental en la estabilidad de las
emulsiones frente a tratamientos mecanicos, dado que gobiernan la Ec. Aun cuando las
peliculas interfaciales de CSS mostraron valores de n* mas altos que las de SSPS (2,0%) y
similares a los de los sistemas mixtos CSS/SSPS (2,0 y 3,0% F/p) al final de los ensayos de
reologia interfacial (Figura 86), el mecanismo de adsorcion durante la preparacion de las
emulsiones es forzada, por lo que no puede explicarse la baja estabilidad de las emulsiones
CSS so6lo en funcién de este resultado. Dado que a pH 3,0 el potencial-C de las dispersiones
CSS es levemente positivo (Tabla 33), la intensidad de la repulsion electrostéatica es baja y hay
un predominio de las interacciones coloidales atractivas (interacciones hidrofobicas y de van
der Waals), las cuales contribuirian al incremento de la Ec. En cambio, las emulsiones SSPS
fueron mucho mas estables que las de CSS a las dos concentraciones ensayadas. En este caso,

aunqgue el potencial-¢ del SSPS a pH 3,0 fue levemente negativo (Tabla 33), la presencia de las
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cadenas ramificadas del polisacérido en la interfase y orientadas hacia la fase acuosa otorgarian
una repulsion estérica intensa de corto alcance cuando las gotas se acercan ante un evento de
colision. Ademas, los valores de Daz y del GF de las emulsiones SSPS fueron
significativamente menores que los de las preparadas con CSS (Tabla 35). Estos factores
combinados contribuirian a disminuir la Ec, aumentando la estabilidad en condiciones de
esfuerzo de corte.

El incremento en los valores Ds3z de las emulsiones elaboradas por medio de las
estrategias CIFS y CFA fue menor respecto al de los sistemas estabilizados por CSS (Figura
94); no obstante, las emulsiones CIFS exhibieron el menor incremento en los didmetros
promedio D43 durante los 60 minutos de agitacion respecto a las deméas emulsiones estudiadas,

en especial a la concentracién mas alta ensayada (3,0% F/p) (Figura 94).
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Figura 94: Efecto de la agitacion orbital (200 rpm., 25 °C) sobre los didmetros promedio de De
Brouckere (D43) de las emulsiones O/W preparadas con CSS, SSPS y los sistemas mixtos CSS/SSPS
(relacion masica 1:1) a pH 3,0. @) Emulsiones elaboradas al 2,0 % "/» de muestra y b) Emulsiones

elaboradas al 3,0 % ", » de muestra.

En ambas estrategias (CFA y CIFS), la complejacion en fase acuosa e interfacial mejora
sustancialmente las propiedades emulsificantes del CSS, disminuyendo significativamente los
valores de D32, Dssz y GF (p<0,05, Tabla 35). Como se menciond en esta seccién, esto

contribuye a disminuir la Ec, promoviendo una mayor estabilizacion frente a la agitacion. No
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obstante, las propiedades del film interfacial tienen también un rol clave en la estabilidad de las
emulsiones. La preparacion de una emulsion con proteinas y polisacaridos en condiciones
asociativas de interaccion permite la creacion de un film interfacial mixto con mayor capacidad
de resistir el esfuerzo de corte constante. De hecho, cuando el SSPS esté débilmente ligado a la
interfase, como en las emulsiones CIF, los sistemas son inestables frente a la agitacion
mecanica.

En todas las emulsiones, al incrementar la concentracion de muestra del 2,0 al 3,0% /e,
se mejord la estabilidad frente a la agitacion mecanica. Aunque en algunas emulsiones (CIF,
CIFS y SSPS) se observo una leve pero significativa reduccion de Da3, D32 y GF (Tabla 35),
los resultados observados podrian atribuirse una mayor concentracion de biopolimeros no
adsorbidos, los cuales se ubicarian en la vecindad de las gotas, ejerciendo una repulsion
estérica de corto alcance en el momento de la colision.

A partir de los resultados obtenidos en esta seccion se logro evidenciar la interaccion
entre el CSS y el SSPS. Al preparar las emulsiones por medio de la estrategia CFA la fraccion
proteica presente en el SSPS permitiria su anclaje a la interfase adsorbiéndose en conjunto con
el CSS y la cadena ramificada del polisacarido se orientaria hacia la fase acuosa generando una
repulsion estérica entre las gotas. De hecho, la repulsion estérica es un factor importante que
contribuye a la estabilizacion frente a los tratamientos tecnoldgicos, dado que las emulsiones
preparadas con SSPS como unico emulsificante fueron mas estables que las de CSS. Aunque la
diferencia de carga entre ambos biopolimeros a pH 3,0 es relativamente baja (Tabla 33), la
asociacion electrostatica tiene un rol importante, como ha sido propuesto previamente por Ray
y Rousseau (2013). Ademas, en la complejacion también intervienen otras interacciones como
las hidrofobicas y los puentes de hidrdgeno, que se han evidenciado a partir de una reduccion
significativa de la turbidez de las dispersiones mixtas CSS/SSPS en presencia de urea 6 M. La
estrategia CIFS permitio la incorporacion del SSPS a la interfase mediante una etapa adicional
de homogenizacion ultrasonica, permitiendo la formacion de una emulsion multicapa, donde
las proteinas quedan en la parte interna y la cadena ramificada del polisacarido se orienta hacia
la fase acuosa, generando un film interfacial resistente a los tratamientos de estrés tecnologico.
Para elucidar las diferencias estructurales del film interfacial en las emulsiones preparadas con
ambas estrategias, se requieren estudios mas detallados a nivel interfacial, como la evaluacién

de la microestructura fina.
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3.3. Conclusiones parciales

El concentrado proteico del suero de soja (CSS) presentd una composicion quimica
compleja, y estd constituido por proteinas, polisacaridos solubles, minerales y otros
componentes minoritarios. Las condiciones del tratamiento térmico durante la etapa de
concentracion promueven una glicosilacion incipiente de las proteinas y péptidos y un
enriquecimiento en el contenido de proteina del concentrado. A diferencia del
concentrado del suero de tofu obtenido a la misma temperatura (CST80), el CSS es
pobre en calcio y tiene una composicion polipeptidica mas simple, en la que predominan
la lectina y el factor antitriptico de Kunitz.

El concentrado de suero de soja exhibid capacidad de formacion y estabilizacion de
espumas en el rango de pH de 2,0 a 7,0, con un maximo a pH 4,0, donde la repulsion
electrostatica es minima. No obstante, el overrun y la estabilidad fueron
significativamente menores que en las espumas preparadas con CST80. Este resultado se
podria atribuir al mayor grado de desnaturalizacion de las proteinas presentes en CST80
que mejora sus propiedades espumantes. Ademas, la solubilidad proteica de las
dispersiones de CST80 fue inferior a la de CSS en todo el rango de pH (2,0-7,0). Por
ende, el mayor contenido de particulas insolubles agregadas en la interfase aire/agua
presente en el CST80, otorgd mayor viscoelasticidad al film interfacial, contribuyendo a

incrementar la estabilidad de las espumas frente al drenado y al colapso.

Las emulsiones elaboradas con CSS exhibieron, al igual que las de CST80, menor
tamafo promedio de particula, menor grado de floculacion y mayor concentracion de
proteina interfacial a pH 3,0. No obstante, el CST80 exhibi6 mejores propiedades
emulsificantes, asociadas fundamentalmente a la mayor adsorcion de particulas
insolubles, que minimizan la re-coalescencia y floculacién por puenteo durante la

homogeneizacion

Las emulsiones formuladas con CSS a pH 3,0 fueron més estables frente a los procesos
de congelacidn-descongelacion y agitacion mecanica. Lo cual esta relacionado con el
mayor contenido de particulas insolubles en las dispersiones acuosas ajustadas a pH 3,0,
formando membranas interfacial con mayor viscoelasticidad, emulsiones con menor GF,

mayor concentracion de proteina interfacial y porcentaje de proteina adsorbida, siendo
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estos factores relevantes para reducir la ruptura de la membrana interfacial durante la

formacion de hielo y resistir el impacto de las colisiones durante la agitacion mecénica.

e Se logré demostrar la formacion del complejo entre el CSS y el SSPS mediante la
caracterizacién de las dispersiones acuosas. La complejacion se corroboré en los
ensayos de turbidez en agua, al observar una reduccién en la turbidez en la dispersion de
CSS/SSPS, respecto a la de CSS; ademas, en la dispersion mixta se evidenciaron
cambios en la distribucion de tamafio de particula por DLS. Como producto de la
asociacion proteina-polisacarido, se producen cambios en la carga superficial de las
proteinas y, ademas, la cadena ramificada del polisacérido del SSPS genera una

repulsion estérica, desfavoreciendo la auto-asociacion de las proteinas del concentrado.

e La capacidad emulsificante del CSS se mejord mediante la complejacion con SSPS en
condiciones asociativas de interaccion. Las emulsiones preparadas con CSS exhibieron
una baja estabilidad a los tratamientos tecnologicos, en tanto que las preparadas usando
estrategias que aseguren una fuerte asociacion CSS/SSPS en la interfase de las gotas
(CFA y CIFS), mostraron una mayor estabilidad. Aunque se requiere un tratamiento
adicional de homogeneizacion ultrasonica, las emulsiones CIFS fueron las mas estables
a los tratamientos tecnologicos, lo cual se evidencio especialmente a la mayor
concentracion ensayada (3,0% P/p de cada biopolimero). Para elucidar la organizacion
estructural del film interfacial en las emulsiones CFA y CIFS se requieren estudios mas
detallados a nivel de la interfase, en especial, la evaluacion de la microestructura fina

por ensayos de microscopia electrdnica.
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4.0. Conclusiones finales

Los concentrados proteicos del suero de tofu presentaron una composicion quimica
compleja, la cual se vio modificada por el incremento de la temperatura en la etapa de
concentracion del suero de tofu (de 50 a 80 °C) y por su neutralizacién previa a la etapa de
concentracion. El incremento de temperatura, independientemente del pH inicial del suero (5,6
0 7,0), promovio el enriquecimiento de los concentrados en proteina bruta, cenizas y calcio, la
glicosilacién incipiente de proteinas y de péptidos, la pérdida de solubilidad de las proteinas y al
mismo tiempo, un incremento concomitante en la solubilidad de los polisacéridos. La
composicién polipeptidica de los todos los concentrados fue similar observando la presencia de
subunidades de la B-conglicinina, de las proteinas del suero (inhibidor de tripsina de Kunitz, KTI
y lectina) y una fraccion de bajo peso molecular (BPM). No obstante, los concentrados obtenidos
a mayor temperatura (80 °C), mostraron la presencia de agregados proteicos en los que participan
enlaces disulfuro. Ademas, las diferencias estructurales entre los concentrados obtenidos a
distintas temperaturas, vinculadas fundamentalmente a un mayor grado de agregacion proteica,
se evidenciaron por ensayos complementarios de turbidez, FTIR y TGA.

La mayor capacidad espumante para todos los concentrados se evidencié a pH 4,0, lo
cual se relaciona con una mayor actividad superficial de los biopolimeros debido al
debilitamiento de la repulsion electrostatica entre las moléculas de biopolimeros. Ademas, las
espumas formadas a pH 4,0 con el concentrado obtenido a mayor temperatura y con el suero sin
neutralizar (80 °C, CST80) fueron las mas estables debido a la mayor presencia de particulas de
proteinas agregadas que ingresan en la interfase aire/agua y la formacion de una pelicula
interfacial con mayor viscoelasticidad. Ademas, el mayor contenido de hidratos de carbono
solubles en la fase acuosa, contribuirian por un mecanismo de repulsion estérica, a una
disminucidn del drenaje y colapso de las espumas.

Ademas, la mejor capacidad emulsificante de todos los concentrados se observo a pH
3,0, resultado no asociado con una mayor actividad superficial en experimentos de interfase
planar. A este pH, las emulsiones con CST80 mostraron los menores valores de diametros
promedio de particula (Ds3, D32) y del grado de floculacion (GF). Este resultado estaria
vinculado a la presencia de agregados de mayor tamafio que se adsorberian rdpidamente en la
interfase aceite/agua durante la homogeneizacion en condiciones de flujo turbulento y
cavitacion, minimizando la re-coalescencia y la floculacion por puenteo. De hecho, a pH 3,0 se

observaron los mayores valores de porcentaje de proteina adsorbida (% Pa) y del contenido de
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proteina interfacial (I"), respecto al de las emulsiones a pH 4,0 y 5,0. CST80 mostr6 a pH 3,0 la
mayor capacidad como emulsificante respecto a la de los concentrados obtenidos a menor
temperatura; nuevamente este comportamiento se atribuy6é a un mayor grado de agregacion de
los biopolimeros en la dispersiones acuosas, que impacta en los parametros interfaciales (% Pa,
') y en la formacidn de una pelicula interfacial con mayor viscoelasticidad.

La estabilidad de las emulsiones frente a la congelacion-descongelacion y a la agitacion
mecénica fue altamente dependiente de las caracteristicas de las emulsiones iniciales. Las
emulsiones preparadas con todos los concentrados de suero de tofu lograron una estabilidad
aceptable frente a la congelacion-descongelacion luego de 24 horas de almacenamiento
congelado, aun cuando este tratamiento se llevd a cabo en ausencia de crioprotectores. No
obstante, las emulsiones preparadas con CST80 mostraron la mayor estabilidad asociada con un
menor incremento relativo de Da 3. Este resultado se atribuiria a distintos factores que operan en
forma simultanea: el menor tamafio promedio de particula y GF, permitiendo que las gotas se
acomoden maés eficientemente en un volumen reducido de fase acuosa no congelada, la presencia
de polisacaridos solubles en la fase acuosa no congelada que ejercerian un efecto estabilizante
por un mecanismo estérico y finalmente, los fendmenos a nivel de la interfase, como la presencia
de un mayor cantidad de particulas agregadas adsorbidas, que contribuyen a aumentar el % Pa,
el I" y otorgan una mayor viscoelasticidad a la pelicula interfacial .En los ensayos de agitacion
mecanica, la desestabilizacion por coalescencia esta asociada a un incremento de la eficiencia de
colision. Los factores que incrementaron la estabilidad de las emulsiones a la congelacion-
descongelacion también impactaron favorablemente sobre la estabilidad frente a la agitacion
mecanica. Las emulsiones preparadas con CST80 ajustadas a pH 3,0 exhibieron la mayor
estabilidad durante el tratamiento de agitacion mecanica, lo cual se vincula a la presencia de
agregados con mayor tamafio en la dispersion acuosa que se adsorben en la interfase aceite/agua
y actian conjuntamente con los factores mencionados, incrementando la estabilidad de las
emulsiones, evitando la ruptura de la membrana interfacial durante las colisiones.

La neutralizacion del suero de tofu con solucion de NaOH, por ajuste de pH a 7,0, afecto
significativamente la composicion quimica, el grado de agregacion de las proteinas, las
propiedades espumantes y emulsificantes de los concentrados obtenidos, resultado asociado a
una menor retencion del calcio en la etapa de dialisis, que impacta en el contenido de calcio y el
grado de agregacién de los biopolimeros. Los concentrados obtenidos a partir del suero de tofu
neutralizado mostraron menor capacidad de formacion y estabilizacion de espumas y al mismo

tiempo, menor capacidad emulsificante, respecto a los preparados a partir del suero de tofu sin
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neutralizacion previa. Estos resultados se asocian fundamentalmente con un menor contenido de
agregados insolubles que contribuyen al incremento de la viscoelasticidad de las peliculas
interfaciales. En este contexto, la neutralizacion del suero de tofu como variable del proceso de
obtencion de los concentrados impacta negativamente en sus propiedades tecnofuncionales,
siendo mas importante la temperatura en la etapa de concentracion.

El concentrado de suero de soja (CSS), estd compuesto principalmente por proteinas
polisacaridos y sales, siendo pobre en calcio debido a la composicidn del suero de soja de partida.
La composicion polipeptidica del CSS, a diferencia de las observadas en los concentrados del
suero de tofu, estd conformada mayoritariamente por KTI y lectina; al mismo tiempo, la
solubilidad proteica fue mayor a la de CST80, resultado consistente con un menor grado de
agregacion proteica también evidenciado a través de ensayos complementarios (por ejemplo,
TGA). EI CSS exhibio valores bajos de overrun en todo el rango de pH evaluado y una baja
estabilidad de las espumas, en relacion con las preparadas con CST80, resultado vinculado con
la mayor agregacion proteica en CST80 y la formacion de membranas interfaciales de mayor
viscoelasticidad, debido a la adsorcion interfacial de los agregados. Ademas, el mayor overrun
de las espumas de CST80 podria también estar vinculado con el grado de desnaturalizacion de
las proteinas presentes en ambos concentrados, la cual fue total en CST80 y parcial en CSS
(85%). Como es sabido, las proteinas desnaturalizadas exponen sus zonas hidrofobicas y tienen
mayor posibilidad de interactuar con la interfase aire/agua.

La capacidad emulsificante del CSS fue mayor a pH 3,0, resultado consistente con los
menores valores D32, Ds3 y GF. Este resultado se asocié a una mayor I', %Pay una mayor
viscoelasticidad de la pelicula interfacial. Sin embargo, a diferencia de CST80, el CSS exhibid
una baja capacidad para formar emulsiones finas y los sistemas fueron muy inestables frente a
los procesos de congelacion-descongelacidn y agitacién mecéanica. Por lo tanto, la preparacion
de emulsiones con CSS vy polisacarido soluble de soja (SSPS) en condiciones asociativas de
complejacion empleando diferentes estrategias (en fase acuosa, CFA y en interfase con
sonicacion adicional, CIFS, a pH 3,0), fue una alternativa eficiente no solo para mejorar la
capacidad emulsificante del CSS sino también para incrementar la estabilidad de las emulsiones
CSS/SSPS frente al almacenamiento estacionario, la congelacion-descongelacion y la agitacion
mecanica. En este caso, fue sumamente importante el empleo de estrategias que aseguren el
anclaje del SSPS a la interfase durante la homogeneizacién, debido a la repulsién estérica
generada por las cadenas ramificadas altamente hidrofilicas del polisacarido adsorbido en la
interfase. En este contexto, las emulsiones CSS/SSPS con membranas interfaciales mixtas,

mostraron al mismo tiempo un bajo tamafio promedio de particula, bajo GF y alta estabilidad los
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tratamientos mencionados, en especial a la mayor concentracién ensayada de ambos
biopolimeros y con la estrategia CIFS.

La preparacion de concentrados del suero de tofu y de soja mediante procedimientos
experimentales escalables que permiten el aprovechamiento de las proteinas y polisacaridos, es
una interesante alternativa para la valorizacion de ambos liquidos residuales. Los concentrados
del suero de tofu obtenidos a partir de la concentracion del suero de tofu en condiciones
experimentales adecuadas, exhiben gran potencial para aplicaciones en sistemas dispersos
alimentarios de matriz &cida y con una alta estabilidad a los tratamientos de estrés tecnoldgico,
como la congelacidn-descongelacion y agitacion mecanica controlada. Ademas, la complejacién
del concentrado de suero de soja con SSPS, a través de la formacion de peliculas interfaciales
mixtas, constituyen una excelente alternativa para el disefio de emulsiones alimentarias acidas

estables a los tratamientos mencionados.
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