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RESUMEN

El suero de soja (SS) es el sobrenadante resultante de la precipitacién isoeléctrica en la
preparacion tradicional de aislados a partir de harina de soja desgrasada. Este sub-producto es un
residual liquido cuya importancia reside en el alto contenido en oligosaciridos, isoflavonas,
vitaminas, oligoelementos, péptidos y proteinas biologicamente activas que, una vez inactivadas,
poseen un alto valor biolégico. Un tratamiento térmico directo destinado a reducir la carga
orgénica e inactivar los factores antinutricionales presentes (factores antitripticos, hemaglutinina)
resulta una opcién poco atractiva debido a su elevado volumen y alta dilucién. En este trabajo se
analizé una estrategia que incluye una etapa de concentracién/secado que facilita operaciones
como la manipulacién, el almacenamiento, el transporte seguido de un tratamiento térmico de
manera de reducir el impacto ambiental, produciendo a la vez, un producto de posible interés para
la industria alimenticia.

El suero de soja resultd un producto altamente diluido (extracto seco < 4%) que se concentra
34 veces mediante liofilizacion para dar un polvo con una relacion carbohidratos totales: matenal
nitrogenado de 3: 1 si los resultados se expresan en % p/p; también contiene sales, minerales y
ofros componentes minoritarios . El suero de soja Liofilizado (SSL) contiene sacarosa y rafinosa-
estaquiosa en relacion 6: 1. Las fracciones proteicas identificadas (SDS-PAGE) en SSL fueron:
banda I (90-100 kDa) formada por agregados y lipoxigenasa (Lx); I (57 kDa), amilasas (A); Il
(30 kDa), subunidades de lectina (L) y bandas IV-V correspondientes al factor antitriptico de
Kunitz (FAK) y factor antitriptico de Bowman-Birk (FABB) de 20 y 8 kDa respectivamente.

El SSL con almacenamiento prolongado a —80°C produce la desnaturalizacion de las
principales fracciones proteicas y la recristalizacién de los azicares presentes (ambos fendémenos
posiblemente relacionados). El almacenamiento produce una mayor desnaturalizacién del KTI en
comparacién con la L. El analisis por DSC del SSL revel6 la presencia de 3 regiones de interés;
una zona ubicada por debajo de 100°C dentro de la cual se encuentran la Tg del sistema (-3,3°C) y
una transicion endotérmica correspondiente a la fusion de los cristales de aziicares ubicada a 67°C
que se manifiesta luego de 50 dias de almacenamiento, indicando que atin en estado vitreo (T<Tg)
hay recristalizacion de azicares. Una zona entre 100 y 180°C donde encontramos una gran
transicion endotérmica comrespondiente a un fenomeno de glicosilacion; dentro de esta Gltima
pueden identificarse la desnaturalizacién de las principales fracciones proteicas y observarse una



inversion en la susceptibilidad térmica entre el FAK y la L con relacién al comportamiento visto
en dispersiones acuosas o de sus proteinas aisladas. Finalmente para temperaturas superiores a
180°C hay descomposicién y carbonizacion de la muestra.

El tratamiento térmico de SSL hasta diferentes temperatura finales (90-180°C) condujo a la
formacién de muestras tipo caramelo con la aparicion de colores pardo-rojizo. El corrimiento del
maximo de absorcion hacia 285 nm de soluciones acuosas de estos caramelos, se atribuye a la
mayor exposicion de tirosina (desnaturalizacién proteica) y a la formacién de 5-
hidroximetilfurfural (HMF), debido a las reacciones de pardeo no enzimdtico. En SSL calentado
(SSLC) hay un incremento en la formacién de agregados, una disminucién en la cantidad de
azicares libres y se generan productos de degradacién de Maillard. La estabilidad frente a la
agregacion térmica de las fracciones proteicas identificadas en SSLC sigue el orden: A=Lx <L <
FAK. El tratamiento térmico del SSL produce la glicosilacién de sus proteinas con incremento del
PM medio. La L (glicoproteina) forma agregados a menor temperatura que el FAK sin
desnaturalizarse. Las electroforesis reveladas con coloracion especifica para glicoproteinas
confirman que el tratamiento térmico induce reacciones de glicosilacion e identifican a L como la
principal proteina glicosilada. Se hallé una fuerte cormrelacién entre la inactivaciéon biologica del
FAK vy los procesos de agregacion (SDS-PAGE) y desnaturalizaciéon (DSC) ocurridos durante el
calentamiento. Los estudios (ESEM) del SSLC revelan un incremento en la tendencia a la
cristalizacién de los azcares presentes en SSL al tratarlo térmicamente (T>>140°C); se postula
que el agua liberada durante el proceso de glicosilacion sumada a la alta temperatura promueven
la hidrélisis de oligosacaridos hasta mono o disacaridos, los cuales tendrian mayor tendencia a
cristalizar,

Las proteinas aisladas desde SSLC tienen modificadas su estabilidad debido a la formacién
de agregados, los procesos de glicosilacion y las interacciones con otras substancias presentes en
el suero. Los estudios combinando tratamiento térmico y almacenamiento indican que la
posibilidad de eliminar agua juega un papel importante en la cantidad y estabilidad de los cristales
formados.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La Soja (Glycine max (L.) Merrick) es una legumbre originaria de Asia; se piensa que
genéticamente deriva de la Glycina Ussuriensis que crece ampliamente en Asia. El poroto se lo
usa desde hace aproximadamente unos 2000 afios antes de Cristo en forma de una pasta o "Shih",
en 1712 el botdnico Engelbert Kaemfere discutié en detalle los alimentos elaboradas por los
Japoneses a partir de este poroto.

Su cultivo intensivo comenzd en 1930 en EEUU, superando la produccién anual las
100.000 toneladas con un rinde promedio de 1860 kg/ha. Mediante la seleccion y en la
actualidad con la obtencién de granos transgénicos (OGM) se buscaron obtener las variedades
mas ricas en proteinas (40-45%) y lipidos (18-20%) debido a que originariamente se lo usé para
extracrle el aceite, y la harina remanente resultaba ser un subproducto empleado en la
alimentacién animal y como fertilizante. Se ha establecido una correlacién entre una ganancia
del 1,0% en proteinas a costa de 0,5% en aceite al hacer estas modificaciones (Cheftel y col.,
1989). El poroto de soja, siendo una legumbre o leguminosa, esta constituido en un 90% de unas
estructuras denominadas cotiledones, un 8% de envolturas y un 2% de hipocotilo. En la Tabla 1
s¢ muestra la composiciéon en macro componentes de las distintas partes del grano.

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

s l0ckdos Yorger€ enizas &

e ] & | (Incluye fibras) A MEREEE
fGrano entero 100 4042 (*) 20 35 4,9-55 (%)
E_Cotiledones 90 43 23 29 50
Envolturas 8 88 1 86 4.3
[_Hipo-ootilo ¢ 2 41 1,1 43 44
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Actualmente, la mayoria de 1a soja se la usa en alimentacién animal en forma directa o
indirecta, y tiene aplicaciones en la elaboracion de ciertos alimentos para el consumo humano,

Uno de los crecimientos mas grandes en la produccién de soja lo ha hecho Brasil que desde
1969 en un lapso de 10 afios pas6 a suministrar del 2 al 16% de la produccién mundial. En la
actualidad la produccion de soja continua creciendo y bate récord afio tras afio; esto se debe a la
mayor superficie dedicada a este cultivo, superficie que se duplicé entre los afios 1992 a 2001 con
superficies sembradas (expresados en miles de hectireas) de 5089 y 10300 respectivamente,
alcanzando las 11611 para el periodo 2002, pero también debido a la mejora en los rindes por
hectérea, los cuales pasaron de 2263, 2530 y 2630 Kg/hectarea para los periodos mencionados.
La produccion actual supera las 30 millones de toneladas/afio; este crecimiento se debe al
aumento de la superficie dedicada a la actividad por desplazamiento de otros cultivos, al traslado
de actividades ganaderas hacia 4reas mas marginales; en forma paralela a las medidas de politica
econdmica sectorial que favorecen este cultivo agregindole valor al producto con impuestos
diferenciales, y al aumento del consumo mundial de aceites vegetales. Esta suma de factores fue
lo que permitié a la Argentina convertirse en la actualidad el primer exportador mundial de aceite
y de harina de soja (Daza, 2002)

Se estima que el 95% de la totalidad de ia soja mundial se procesa en harina y aceite
generando el 21% del aceite y ¢l 61% de las proteinas usadas a nivel mundial. Una de las
posibles maneras en que puede ser procesado el grano es extraerle el aceite para obtener
productos que son mis bajos en calorias que los de partida, los cuales se presentan con buenas
perspectivas, debido a la alta proporcién de proteinas y que el aporte de emergia esta dado
mayoritariamente por los carbohidratos, de manera que pueden ser aprovechados en paises con
problemas de sobrepeso. En el grano los glicidos corresponden a polisacéridos insolubles tales
como las hemicelulosas del tipo de los arabino-galactanos, las pectinas la celulosa (responsables,
junto con la lignina, de un contenido en “fibras” préximo al 5%) y oligosacaridos solubles entre
los que podemos mencionar la hexosa, sacarosa, rafinosa, estaquiosa y verbascosa. La
composicion tipica de los carbohidratos presentes en la harina de soja se presentan en la Tabla 3,
donde se advierte que aproximadamente la mitad de los carbohidratos son insolubles, por lo que
contribuyen poco al aporte caldrico.

El anilisis de la estructura del poroto de soja mostré que las cubiertas se forman de 4 a 5
capas superpuestas de células de diferentes tipos; mientras que los cotiledones que se encuentran
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por debajo de éstas se forman de células alargadas llenas de “cuerpos proteicos”, mismos que
son esféricos con un dismetro de 2-10 micras (um) y contienen la mayoria de las “proteinas
estructurales”. Ademas cuenta con numerosos “esferosomas” de 0,1-0,5 ym de didmetro que
contienen el aceite. Siendo las proteinas y el aceite los principales productos que se obtienen
actualmente en Argentina de la soja.

En el corte histolégico mostrado en el Figura 1 se observan los diferentes tipos de células
que forman cada una de las capas desde las mas externas (parte superior del esquema), hacia las
mas internas (parte inferior); los 5 tipos mas externos de células se los agrupan en lo que se
conoce como cubiertas del grano en tanto que los 2 més internos constituyen el cotiledén.

PCP-

cot

Figura 1: Corte histolégico de Poroto de Soja. Se muestran los diferentes tipos de células
presentes: Células en empalizada (notadas en esquema como “p ep”), por debajo las céhulas en
forma de copa (“s ep”), llamadas asi por su semejanza con estas, por debajo estin las células del
parénquima (“par”), las de la aleurona (“al”) y las células del endosperma comprimidas (“com”),

10
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conformando todas estas la cubierta del grano. En tanto el cotiledon se forma de epidermis del
cotiledén (“cot ep™) y de células de la aleurona indicadas como “cot”. Pearson, (1983).

En la microfotografia electrénica de transmisién mostrada en la Figura 2 se destacan unas
estructuras grandes, esféricas comespondientes a los cuerpos proteicos; en tanto los esferosomas
conteniendo aceite son muchos mas pequeiios en comparacion y presentan ademas un aspecto
mas claro. Estos cuerpos proteicos resisten la trituracion moderada, y se los puede aislar a partir
de la hanina desgrasada; se sabe que contiene la mayor parte de las proteinas del grano, las que
son llamadas proteinas de reserva o globulinas. Estas proteinas se hidrolizan durante la
germinacién y proporcionan el substrato nutritivo para el crecimiento del embrién, en tanto las
otras proteinas estructurales o funcionales, como las enzimas o inhibidores de enzimas se
localizan en el resto de la célula.

Figura 2: Microfotografia electrénica de transmision de un poroto de soja, Pearson, 1983,
Se observa principalmente dos clases de estructuras, las grandes, esféricas y densas identificadas
en la misma como "PB” comrespondientes a los cuerpos proteicos; los esferosomas son muchos
mis pequefios en comparacién y presentan ademas un aspecto mas claro; como referencia del

11
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tamafio se incluye una escala de 5 micras y un tramo de pared celular identificado como “cw” en
la parte derecha de la misma.

1.2 - Proteinas de soja

1.2.1 Solubilidad

Si analizamos la solubilidad global de las proteinas del grano de soja, triturado o entero en
funcién del pH, (Lah y Cheryan, 1980) vemos que, las globulinas, principales constituyentes
proteicos, presentan minima solubilidad en el rango de pH (3,70-5,20) lo que esta situado en
torno de su punto isoeléctrico (pH 4,2-4,6). Observindose un aumento de la solubilidad en la
medida que nos alejamos de estos valores, hacia la regién icida (hasta pH 2,0), o hacia la
alcalina. De hecho, tanto a un pH 2,0 como a pH 7,0 se solubiliza un 85% de las proteinas en
agua y para el caso de la harina desgrasada la extraccidon en agua puede realizarse a pH 6,5 (Wolf
y Cowan., 1975). Un agregado adicional de alcali anumenta la extraccion de proteina en un 5-10%
alcanzindose un porcentaje de solubilizacién del 95% a pH 11,0. Un perfil de solubilidad
similar, puede ser obtenido si se parte desde una torta desgrasada de soja usando un solvente
como ¢l hexano, si esta ha sido preparada en condiciones suaves de trituracion, sin calentamiento
excesivo y haciendo el desolventizado a baja temperatura,

En este tipo de productos las proteinas mds abundantes son las de reserva o globulinas, las
cuales son insolubles en su Pi (punto isoeléctrico), pero pueden ser solubilizadas parcialmente en
estas condiciones por agregado de sales como ¢l NaCl, hasta un valor de fuerza iénica (p) de 0,5.
También se observé que alejados del Pi1 estas son solubles ain en ausencia de sales o en
condiciones de baja fuerza iénica (0-0,1), en forma mis marcada en la zona alkealina pH 27,0. De
esta manera, el proceso de extraccion de las proteinas de soja requiere maximizar la eficiencia de
extracciéon minimizando la despaturalizacién de las proteinas buscadas; para ello el
procedimiento ftradicional consiste em una extraccién acuosa en condiciones ligeramente
alcalinas (pH 8-9); para luego obtener los aislados proteicos acidificando la solucién hasta una
region de pH cercana al Pi en dénde la solubilidad de las globulinas es minima; el controf del pH
es importante ya que agregados adicionales de acido ocasionan una resolubilizacion de las
proteinas de soja; Pearson (1983).

12
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1.2.2 Ultracentrifugacién

Después de la disolucion en agua a pH neutro o a un pH ligeramente alcalino, las proteinas
de s0ja pueden separase en varias fracciones por cromatografia permeable de gel, electroforesis o
ultracentrifugacién. Cuando se utiliza esta iltima técnica se separan cuatro fracciones cuyos
coeficientes de sedimentacion Syo,w (unidades Svedberg, a 20°C en el agua) son respectivamente
igualesa 2,7, 11 y 15; Cheftel y col., 1989,

De los datos observados en la Tabla 2, se advierte que, las globulinas 7S y 118 representan
por si solas mas del 70% de las proteinas de grano de soja, la fraccién 158 no ha sido
completamente estudiada ain, sin embargo estudios preliminares indican que estaria formada por
polimeros de la subunidad 11S.

Fraccién 118

Esta fraccion estd constituida por la globulina 118 o glicinina de 350.000 Da, la que se
compone de 12 polipéptidos; 6 de caricter acido (A) y 6 de caracter basico (B) relativamente
hidrofébicos. Muchas veces el polipéptido A queda unido por un enlace disulfuro (S-S) al
polipéptido B (ASSB); (Kitamura y col., 1976; Staswikj y col., 1984) por lo que se podria
considerar a la glicinina como formada por 6 subunidades (AB). A su vez la glicinina parece
contener dos grandes grupos distintos (I y II) de subunidades A (PM 31.000 a 38.000 Da) vy de
subunidades B (PM 18.000-20.000 Da). Aunque dentro de cada grupo hay polimorfismo, las
analogias en secuencias N-terminales entre estos polipéptidos son del 85-90%, por el contrario
entre los grupos I y Hl son mimimas con porcentajes de analogias menores al 50% entre
diferentes grupos.

Un modelo estructural de la glicinina propone que las subunidades A y B estin dispuestas
en dos hexdgonos idénticos que se superponen, asegurando una conformacién globular rigida. En
dicha estmictura cada subunidad é4cida, esta rodeada de tres subunidades bdsicas y
reciprocamente, y la molécula contiene de 42-46 itomos de azufre especialmente bajo la forma
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de uniones disulfuro entre subunidades o dentro de una misma subunidad, con presencia de
grupos tioles lo que favorece los intercambios de uniones disulfuro.

Tabla 2: Fraccionamiento de las proteinas de soja por ultracentrifugacion realizado sobre
una muestra disuelta en agua o a un pH ligeramente alcalino. Fuente: Cheftel y col., (1989), (*)
Pearson, (1983).

Fraccion

7860-21500

15 (22)* Inhibidores de tripsina (8000-21500) *
Citocromo C 12000

f amilasa 62000 (61700) *
35 Lipoxigenasa 102000
Hemaglutinina 110000

Globulina 7S (B-Conglicinina) 140000-175000

40 31)* Globulina 118 (glicinina) 320000-350000
10 (11) 600000

La glicinina se disocia facilmente en sus subunidades, en condiciones de baja fuerza idénica
(0,01), pH extremos, calentamiento a temperaturas de 80°C, o en presencia de urea, detergentes o
agentes reductores, mientras que, con fuerza iémica mas alta la estructura cuaternaria se
estabiliza; esta estabilizacién se logra por un aumento de la hidrofobicidad superficial de las
subunidades que favorezcan las interacciones hidrofobicas entre las subunidades o bien por una
neutralizacién de los grupos cargados, con un descenso de las repulsiones electroestaticas entre
las subunidades.

Medidas fisicas parecen indicar que en estado natural la glicinina o globulina 118, asi
como la B-conglicining 0 globulina 78 solo contienen un 5% de estructura de alfa hélice, estando
constituida la estructura secundaria de la glicinina fundamentalmente por hojas p plegada (35%
de la molécula) y un 60% de grupos compactos sin orden estadistico. En el caso de las globulinas
118 las subunidades que las conforman tienen una gran analogia ain entre especies diferentes de
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leguminosas, siendo ia hip6tesis mds aceptada la que basa su explicacién en la necesidad de
conservar la estructura cuaternaria compacta con el fin de mantener la méxima acumulacién de
proteinas de reserva para el desarrollo del embrion.

Fraccion 78

Esta fraccion esta formada por varios tipos de proteinas, entre los mas importantes podemos
mencionar B-conglicinina (principal globulina 7S), hemaglutininas, lipoxigenasas, B-amilasa y
citocromo C. La principal globulina presente en la fraccion 7S es la p-conglicinina con una masa
molecular comprendida entre 140-170 kDa; en el poroto se encuentra como glicoproteina con un
contenido cercano al 5% de glicidos (manosa y N-acetil-glucosamina), y existen al menos 7
formas (By-Bs) las cuales estdn constituidas por la combinacién de tres subunidades ., o’ y B
(PM 57-68 kDa, 57-72 kDa y 42-52 kDa respectivamente) (Thanh y Shibasaki., 1978 a y b;
Yamauchi y col,, 1981). Las dos primeras subunidades tienen una composicién aminoacidica
muy afin desprovistas de cisteina y cistina, en tanto que la subunidad P carece de cisteina y
metionina (ChefieL y col., 1989).

Las hemaglutininas (lectinas) se las llama asi por su capacidad de formar complejos
relativamente estables con compuestos glucidicos como los que se encuentra en la superficie de
los glébulos rojos, razén por 1a que los aglutina in vitro. Quimicamente las lectinas halladas en la
soja son glicoproteinas (110.000 Da, 4.5% D-mannosa, 1.5% de N-acetyl-D-glicosamina)
representan del 1 al 3% de las proteinas presentes en la harina de soja. Estudios realizados por
Liener (1974) informaron que de 2663 plantas estudiadas, 800 presentaron esta actividad, siendo
algunas incluso tOxicas para amimales o inhibiendo su crecimiento. Los granos de soja son
conocidos por contener varias aglutininas con varios niveles de actividad (Kakade y col., 1972).
Se sabe que todas las lectinas de soja son inactivadas por calor y por accién de proteasas como la
pepsina. Segtn los estudios de Birk-Gertler (1961), las hemaglutininas contribuyen, aunque en
forma minima, en la disminucién de la ganancia de peso observada en ratas y pollos alimentados
con s0ja no tratada térmicamente. Estudios mas recientes (Turner y col., 1975) demostraron que
las hemaglutininas presentes en la soja s6lo tienen una contribucién menor al valor nutricional de
las proteinas de soja, por lo que no representan problemas en los productos preparados a partir de
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soja adecuadamente tratada como es la harina u otros productos que puedan ser usados en la
alimentacion humana.

En esta fraccion también se encuentran dos o mas lipoxigeneasas. Son de especial interés
en alimentos en los que catalizan la oxidacién de acidos grasos poli-insaturados dando peroxidos
lipidicos que contribuyen a procesos de blanqueo, por ejemplo en la harina de trigo. Sin embargo
Ia accién oxidativa de los acidos grasos poli-insaturados es un efecto no deseable en la mayoria
de los alimentos, y en los mismos productos de soja, ya que son responsables de la apancion de
rancidez y del desarrollo de gff-flavors. Son proteinas con un Pi 5,68 y ficilmente inactivadas
por tratamiento térmico (Wolf y Corvan., 1975; Eskin y col,, 1977; Iwabuchi y Yamauchi.,
1987). Las p amilasas, otras enzimas presentes en soja, poseen una masa molecular de 57 kDa,
un Pi 5,85 y carecen de puentes disulfuro (Morita y col., 1976).

Fraccion 28

Esta fraccion contiene varios inhibidores de proteasas; al igual que en los granos de
muchas ofras plantas se encuentran en esta fraccion debido a sus bajas masas moleculares.
Liener (1981) demostré que los inhibidores de las proteasas son los responsables parciales del
descenso del crecimiento observado en ratas alimentadas con soja cruda o preparaciones
proteicas de soja no desnaturalizadas por calor, ya que el otro factor responsable del descenso del
crecimiento reside en la baja digestibilidad de las globulinas de soja en estado natural. Estudios
conducidos por Rackis (1978) indican que el consumo de alimentos preparados a partir de soja
no tratada térmicamente ocasiona ademis una depresion energética del metabolismo y reduce la
absorcién de grasas.

Al parecer la presencia de inhibidores de las proteasas y globulinas no desnaturalizadas
influyen en las ratas y otros animales de crianza complejando la tripsina, lo que provoca por
medio de un mecanismo hormonal mediado por la colecistoquinina una hipertrofia del pancreas.
Por ofra parte el aumento de las secreciones pancreaticas con la excesiva eliminacion en heces de
enzimas ricas en aminoacidos azufrados agravan el déficit en aminoécidos azufrados debido a la
ingestion de proteinas de soja. Sin embargo los alimentos destinado al consumo humano pasan
por un ftratamiento térmico que garantiza la inactivacién de estos factores, en especial los
destinados a ser empleados en la elaboracién de f6rmulas infantiles por lo que, si bien es cierto
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que ain se detecta una actividad residual antitriptica esta no causa hipertrofia del pancreas al ser
administradas a ratas (Churella y col., 1976).

Los dos factores amtitripticos mas importantes son el factor de Kunitz (FAK) y el de
Bowman-Birk.(FABB) El primero tomé el nombre de quien primero cristalizéd y caracterizo este
factor (Kunitz, 1946); este factor es una globulina esférica con una estructura primaria y
secundaria conocida con un predominio en pliegues B y con un centro activo que constituye el
substrato especifico de la tripsina, siendo la zona de contacto muy restringida en la que solo
intervienen una docena de aminoacidos. Estd constituido por 181 aminoécidos, tiene una masa
molecular de 20 kDa y dos puentes disulfuro (Koide e Tkenaka., 1973). La presencia de estos
puentes hace que sea un factor altamente estable en un rango de pH comprendido entre 3,0 y
10,0 mostrando asimismo una relativamente alta estabilidad térmica en condiciones de baja
humedad (Koshiyama y col., 1981). Por su parte, el inhibidor de Bowman-Birk es una cadena de
71 aminodcidos, con un PM de 7861 Da con siete uniones disulfuro (Odani y col., 1972) de los
cuales se conoce la ubicacion y confieren a la molécula un acusado grado de simetria y una
resistencia elevada frente a tratamientos térmicos (Dipietro y Liener., 1989a) asi como al
tratamiento con 4cidos y proteasas. Como los sitios de inhibicién se ubican en lados opuestos de
1a molécula, este factor tiene la capacidad de inhibir en forma simultinea a la tripsina v a Ia

quimiotripsina.

1.3 - Oligosacéridos y polisacdridos

Como se observard mas adelante en la Tabla 5, la contribucién energética para el poroto
intacto viene tanto del contenido graso como de los carbohidratos, mientras que para la harina
desgrasada, asi como en los concentrados o aislados, el aporte emergético esta dado
mayoritariamente por los carbohidratos, debido a que el aceite fue removido para su
aprovechamiento, lo que lo convierte en un interesante producto para poblaciones con sobrepeso
debido a que estos dltimos productos son bajos en grasas y ricos en proteinas.

La composicion tipica de los carbohidratos presentes en la harina de soja se presentan en la
Tabla 3, donde se advierte que aproximadamente la mitad de los carbohidratos son insolubles y
constituyen la fibra dietaria, por lo que contribuyen poco al aporte caiérico. Un 8,6% de los
carbohidratos remanentes son oligosacaridos, los cuales son atacados por bacterias en el tracto
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digestivo (Rackis, 1981) siendo los responsables de las flatulencias tipicamente asociadas al
consumo de la soja, al igual que el resto de las leguminosas. El problema con estos hidratos de
carbono complejos es que al ser atacados por la microflora intestinal generan un gas que es
mayoritariamente diéxido de carbono, hidrégeno y pequefias cantidades de metano. Por otra
parte el consumo de alimentos que ocasionan flatulencia estimula el desarrollo de la microflora
anaerobia en el intestino (Rackis y col.,, 1970; Rockland y col., 1970). Entre los oligosacéridos
presentes en la soja los que mis contribuyen a este fenémeno son verbascosa, estaquiosa y
rafinosa (Rackis, 1981) esto se debe a que escapan a la digestién siendo captados por los
microorganismos responsables de dar cantidades extras de gas.

Tabla 3: Composicién tipica de los carbohidratos presentes tanto en escamas como en
harina de soja, expresado en base seca (Pearson, 1983; Waggle y Kolar, 1979).

somptgens £ ARBOHIDRATOY -exseecmmpovmesrseswssny /.-

SOLUBLES, total 17

Sacarosa 5,7
Rafinosa 4,1
Estaquiosa 45
Verbascosa y hexosas Trazas
INSOLUBLES, total 21

Hemicelulosa, celulosa, pectina, lignina

Otros hidratos de carbono complejos

La eliminacion o reduccion de oligosacaridos en los productos de soja es una alternativa
importante para el consumo en humanos, porque estos ocasionan malestares como, calambres,
nauseas, dolor abdominal, diarrea y aumento del peristaltismo intestinal. Los procesos
desarrollados para tal fin incluyen una etapa de extraccién con agua caliente o con mezclas
etanol-agua, o tratamiento tales como la precipitacién isoeléctrica de las proteinas; paso que
ocasiona la precipitacién proteica y separacion en el sobrenadante de los oligosaciridos en
cuestion. De este modo los productos actualmente comercializados derivados de la soja como
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concentrados o aislados son esencialmente libres o reducidos en compuestos generadores de
flatulencia. Otros procesos empleados para librarse de este problema abarcan soluciones como
remojar los granos, o realizar tratamiento como la hidrélisis enzimatica, fermentacién o
simplemente hacer germinar los porotos, sin embargo es sabido que los polisacaridos de alto
peso molecular presentes en la cubierta no dan flatulencia, pero los mismos son hidrolizados al
germinar dando productos que si resultan ser flatulentos (Rackis, 1981). Desafortunadamente la
harina desgrasada que suele ser el producto mas comunmente comercializado en general suele
tener cantidades vanables de estos oligosacéaridos.

Sin embargo, estudios recientes mostraron que el consumo de oligosacéaridos de soja es
beneficioso por ejercer una accién probidtica basada en la estimulacién del desarrollo de
bacterias deseables en el intestino (prebidticos), lo que protege al intestino de 1a proliferaciéon de
bacterias nocivas y de la formacion de sustancias toxicas (Tomosatsu, 1994),

1.4- Otros componentes de la soja

En los granos de soja también hay presentes otros componentes, algunos de ellos con
actividad biolégica y otros que pueden ser usados como indicadores de proceso, entre estos
dltimos podemos mencionar la ureasa cuyo grado de inactivacion es ficil de medir y sirve como
indicador de la destruccion de los inhibidores de las proteasas durante el tratamiento térmico de
las tortas destinadas a la alimentacién animal. Entre los que cuentan con actividad biolégica
podemos mencionar compuestos con actividad goitrogénica, observando un agrandamiento de la
tiroides en ratas alimentadas con una dieta basada en soja no tratada térmicamente (Wilgus y
col., 1941) en tanto que si la misma era suplementada con yodo se suprimian estos sintomas.

Estudios realizados por Konijn y col, (1973) aislaron agentes goitrogénicos del
fraccionamiento de la harina de soja los cuales estin formados por 2-3 aminoéacidos unidos por
un azicar y aunque su mecanismo de accién no esta bien dilucidado adn, se cree que inhibe la
recuperacion intestinal de la tiroxina, por lo que se pierde yodo; esto ocasiona una awunento en la
captacién de yodo por parte de la tiroides resultando en una mayor pérdida por via fecal de yodo,
sin embargo el agrandamiento de la tiroides asociado al consumo de una dieta rica en soja es
completamente reversible si se le suplementa una cantidad adecuada de yodo (Block y col.,
1961). Estudios recientes realizados en poblaciones de ratas (Son y col., 2001) alimentadas con
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dietas conteniendo diferentes proporciones de isoflavonas y harina desgrasada de soja con y sin
deficiencias de yodo mostraron que, aunque el peso de la tiroides no se ve influenciado por las
isoflavonas de soja, si se incrementa en las dietas conteniendo tanto harina desgrasada de soja
como en aquellas con deficiencia de yodo, mostrando un incremento significativo en las dietas
que combinan ambos factores. En comparacién con una dieta control, los valores séricos de T,
fueron significativamente (P<0,01) incrementados en un 20% en las dietas conteniendo harina
desgrasada en tanto que se vieron disminuidos (P<0,001) en todas las dietas con déficit de yodo.

La soja contiene también un conjunto de isoflavonas glicosiladas entre las que podemos
mencionar genisteina, daidzeina, glyciteina-7-O-B glucdsido las cuales se saben tienen actividad
estrogénica. El poroto de soja contiene 120 pug de coumestrol por cada 100 g (Knuckles y col.,
1976) pero la mayor contribucién a la actividad estrogénica la realizan la genisteina y la
daidzeina (Drane y col., 1980).

Los fitatos o el 4cido fitico (mio-inositol hexafosfatado) son componentes importantes en
las semillas de las plantas y constituyen potencialmente una fuente importante de fosforo, que
lamentablemente es pobremente digerido por los animales y el hombre. En la harina desgrasada
de soja ¢l contenido se ubica entre 1-5% de 4cido fitico, generalmente asociado al germen
intacto, este reacciona a pH acido con las proteinas y luego de 1a neutralizacion forma complejos
insolubles (Jaffe, 1981). Por este motivo durante el procesado pueden formarse complejos
(proteinas-acido fitico-minerales) lo que disminuye la biodisponibilidad de estos nutrientes,
siendo éste ¢l mecanismo de su accién antinutricional afectando més la biodisponibilidad del Zn
seguido por el Fe y posteriormente por el Cu. Hay evidencias que algunos fitatos pueden ser
hidrolizados en el tracto intestinal tanto del hombre como de animales, probablemente por la
accion de la fosfatasa alcalina lo que volveria disponible el fosfato. Algunos estudios intentaron
determinar los efectos de las proteinas de soja en la biodisponibilidad de los minerales en
humanos asi como optimizar los procesos para minimizar los efectos nocivos de los fitatos ya
que la unién de los fitatos con proteinas ocurren durante el procesamiento (Jaffe, 1981).

Struthers y col. (1979) realizaron una revisién sobre lisinoalanina, su formacion,
importancia y control de los niveles en productos derivados de la soja por tratamiento térmico o
alcalinos. El mecanismo es la eliminacion del sulfuro de hidrogeno de la cisteina, deshidratacion
de la senina o hidratacién de la cisteina en condiciones alcalinas, las que producen
dehidroalanina, la que reacciona con ¢l grupo s-amino de la lisina. Este fenémeno es bien
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conocido en los procesos que involucran tratamientos de proteinas en medios alcalinos y las
cantidades formadas dependen de la temperatura, el tiempo de exposicion al pH alcalino, el tipo
y la concentracion de la proteina presente y en ocasiones del tipo de catién que tengamos en el
medio. Estudios toxicolégicos revelan que salvo para el caso particular de la rata en donde la
forma libre es un téxico activo, no representa un peligro toxicolégico para los humanos; sin
embargo cantidades apreciables de lisinoalanina tanto libre como unida indica la destruccion de
cistina, cisteina o lisina lo que indica que la biodisponibilidad de las proteinas probablemente
haya sido muy afectada. Estudios posteriores realizados por Struthers (1981) concluye que con
los tratamientos actuales que se le practican a las proteinas de soja, las mismas no representan un
riesgo toxicolégico para la alimentacién humana.

Otros compuestos de importancia son las vitaminas y minerales. Respecto a las pnmeras,
Liener (1978) informé que Ia harina de soja puede proporcionar entre 1/3 a 1/2 de la tiamina,
riboflavina v niacina requeridas en la alimentacién, tomando como base que la mitad de las
proteinas ingeridas sean de soja, la deficiencia vitaminica mas grande de la soja es la vitamina
Bi2 que esta virtualmente ausente en las proteinas vegetales.

La composicion tipica en base seca de los principales minerales presentes en diferentes
productos derivado de la soja usados en alimentacién humana se muestra en la Tabla 4. Los
minerales significativamente importantes son calcio, hierro, cobre, fosforo y zinc (Waggle y
Kolar, 1979), aunque los estudios realizados por Liener (1978) sefialan que la cantidad y
viabilidad de estos minerales se ven notablemente reducidas por el efecto complejante del dcido
fitico.

1.5 - Productos derivados del poroto de soja

En la actualidad, en la Argentina, del poroto de soja se obtienen fundamentalmente dos
productos de importancia comercial que son aceite y harina. En el caso del aceite hay excelentes
revisiones que detallan el proceso (Eldridge, 1978; Serrato, 1981), a fin de optimizar la
obtencion del aceite, estos métodos proponen que previo al proceso de extraccion del aceite, el
poroto debe ser limpiado y descortezado para remover el 5% de materia extrafia que contiene y
llevarlo a valores del orden del 0,5% (Serrato, 1981) antes de proceder a las etapas de
descortezado, quebrado y escamado del mismo.
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Tabla 4 Composicién tipica en base seca de los principales minerales presentes en
diferentes productos de soja usados en la elaboracién de alimentos para el consumo humano.
Pearson, 1983 citado de Waggle y Kolar (1979); (*) Erickson (1995).

v Elementowes: Harina desgrasads zmpn: Concentrado proteicosyprAislado proteicoysy

Azufre 0,25 % 042 % 0.63 %*
Calcio 0,22 % 022% 0,18%
Cloro 0,13% 0.11% 0,13 %; 0,15 %*
Cobre 23 ppm 16 ppm 12 ppm; 14 ppm*
' Hierro 110 ppm 100 ppm 160 ppm
' Magnesio 0,31 % 025 % 380 ppm; 415 ppm*
. Manganeso 28 ppm 30 ppm 17 ppm; 11 ppm*
- Fésforo 0,68 % 0,70 % 0,76 %; 0,82 %*
. Potasio 2,37 % 2,10 % 960 ppm
Selenio 0,6 ppm s 0,36 ppm; 0,20 ppm*
Sodio 254 ppm 50 ppm 1.1 %; 1,0 %*
Zinc 61 ppm 46 ppm 40 ppm; 36 ppm*

El descascarado es la etapa en donde se produce la separacién de las cubiertas, lo que
produce entre un 3-5% de ciscara con un 2,5% de aceite residual, el siguiente paso consiste en
acondicionar el grano, para esto se usa una temperatura comprendida entre 65-70°C, ajustando la
humedad al 11 + 0,5%. A continuacion viene el escamado, etapa muchas veces considerada
como la etapa mis importante (Serrato, 1981), ya que de ésta dependerd en gran medida el
rendimiento en aceite conseguido posteriormente. La extraccién de aceite se realiza
introduciendo las escamas dentro de un extractor que se encuentra a de 55°C, pasando por un
sello de vapor que minimiza la pérdida de hexano, que es el solvente usado para hacer la
extraccion. El extractor es un recipiente cerrado donde se realiza la extraccion del aceite desde
las escamas del poroto de soja por percolacion del solvente, en los sistemas més modernos el
hexano se hace pasar a contracorriente, lo que incrementa significativamente la eficiencia de esta
etapa del proceso.
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Luego Ia mezcla de aceite-hexano llamada micela es bombeada fuera del reactor donde ¢l
hexano se recupera para ser reutilizado al ser evaporado en condiciones de baja presion, en tanto
el aceite sufre las demés etapas de refinacion de un aceite. El hexano remanente que queda en la
"torta de escamas™ se recupera por calentamiento, manteniendo la humedad entre 20-22% de
modo de inactivar la ureasa y otorgar las cualidades nutricionales buscadas en la harina. Es en
esta etapa donde se mide la actividad uressica y se la utiliza como indicador, de cumplimiento de
las condiciones necesarias para la destruccion de los factores antinutricionales. Una harina
adecuadamente tratada debe tener un contenido de proteina (N x 6,25) de 48-50% y un 12% de
humedad.

Una vez obtenido ¢l aceite, s¢ procede con la separacion de la hanina, siendo el paso clave
que determina 1a calidad de la harina de soja el proceso de desolventacién y tostado (Mustakas y
col., 1981), se han estudiado las variables de temperatura, humedad y tiempos de tratamiento con
el objeto de optimizar el proceso, los resultados muestran que un enfriamiento rdpido mejoran la
calidad de la harina, asi también 1a calidad de la harina aumenta con el contenido de humedad y
calentamientos mis prolongados. Respecto de la temperatura de tostado la eficacia del proceso
se determina al medir la actividad de la ureasa remanente la cual mantiene un paralelismo con la
inactivacién de los factores antitripticos. Parametros como la actividad residual de enzimas,
inhibidores de las proteasas, solubilidad de las proteinas y color de la harina pueden ser usados
como un criterio de la calidad de la proteina y la efectividad del proceso de tostados (Mustakas y
col., 1981).

Otros principales productos proteicos derivados de la soja son los concentrados y aislados
los cuales difieren en el contenido de proteina, teniendo los concentrados un minimo de 70% de
proteina (dado que contienen toda la fibra) en tanto que los aislados deben tener un mfnimo del
90% de proteina en base seca (Meyer y Williams., 1976; Ohren, 1981). En la Tabla 5 se muestra
las diferencias en composicion entre los aislados, concentrados, harina y la materia prima de
partida, el grano de soja.

La obtencién de concentrados de proteinas partiendo de escamas desgrasadas se pueden
hacer por tres métodos diferentes (Ohren, 1981) aunque el objetivo en todos ellos sea ¢l mismo,
¢l cual consiste en la inmovilizacién de la mayor cantidad de proteinas posible conjuntamente
con la extracciéon de los carbohidratos solubles, substancias nitrogenadas remanentes, y ofros
componentes solubles. Un método consta de una extraccion alcohélica para lo que se usa alcohol
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al 60-80%, otro en una extraccion con agua acida (pH 4,5), en tanto que la tercer forma se basa
en un tostado o desnaturalizacién previa de las proteinas, empleando un fratamiento con calor
himedo, para luego hacer una extraccion acuosa de las escamas de soja. Aunque los procesos
industrialmente usados son patentes se sabe que los diferentes tratamiento afectan Ia calidad y
aspecto del producto final. A modo de ejemplo se sabe que en la extraccién acuosa el producto
tendra un color mas oscuro que en el método en que previamente se desnaturalizan las proteinas
antes de Ia extraccion.

Tabla 5: Composicién porcentual de productos de soja (Pearson, 1983).

Poroto intacto 42 20 35 5,0 55

. Harina de soja 40 20 35 5,0 5,5
Harina desgrasada 54 1,0 38 6,0 3,5
. Concentrado 70 1,0 24 5,0 3,5

Aislado 92 0,5 2,5 4,5 0,3

Para el caso de los aislados de proteinas de soja, la materia prima generalmente usada es
harina o escamas de soja desgrasada a la que se le hace una extraccién con agua o agua
ligeramente alcalina. A diferencia de la obtencién de concentrados, se requiere que la harina de
partida contenga las proteinas con la mayor solubilidad posible par lo cual se debe evitar el
desolventizado en caliente. Este proceso separa las proteinas del residuo insoluble compuesto
principalmente por fibras, luego las proteinas de reserva son separadas del extracto por
precipitacion isoeléctrica (pH 4,5), luego se lavan, son llevadas a la neutralidad, pueden ser
modificadas por tratamientos adicionales (que pueden incluir calentamiento, adicién de sales
diversas o el empleo de fosfolipidos), se concentran y secan para ser usadas en la elaboracion de
alimentos. De este proceso queda una fraccion soluble a pH 4,5 que se la conoce como suero de
soja que conticne las proteinas bioldgicamente activas de la soja, oligosacaridos y otros
componentes solubles como sales, vitaminas y pigmentos.
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1.6 - Estudios previos realizados en proteinas de suero de soja

Sorgentini y Wagner (1999) estudiaron las proteinas de suero de soja en forma comparativa
con las de reserva presentes en los aislados de soja. Las proteinas de soja estin constituidas en
forma mayoritaria por las globulinas de almacenamiento 7S y 118, las cuales corresponden en
conjunto ¢l 61% de las proteinas totales halladas en el poroto, y por una segunda fraccion
minoritaria de proteinas solubles a pH 4,50 las cuales han sido denominadas por los autores como
proteinas de suero de soja. El material de partida que utilizaron para la extraccién de las proteinas
fue harina desgrasada, aplicando un protocolo que les permitia separar las proteinas globulares de
reserva de las proteinas de suero presentes en la harina.

Estas proteinas de suero fueron separadas y concentradas por precipitacién con (NH4);S0;
al 90%, y posteriormente desaladas por didlisis contra agua y azida sédica al 0,02%, con un paso
posterior de liofilizaciéon para su conservacion. Estas proteinas fueron analizadas por DSC en
dispersiones al 20% en agua, empleando un rampa de calentamiento de 10°C/min. Los datos se
muestran en la Tabla 6 y de su andlisis se evidencia que hay una concordancia entre las
transiciones halladas entre proteinas nativas de soja y las proteinas de suero de soja.

En los estudios realizados al variar la fuerza i6nica (i), notaron que en el caso del aislado
nativo de soja (ANS), los picos se corren a mayores temperaturas en la medida que aumenta la
fuerza idnica (0<p<l); mientras que las entalpias de desnaturalizacién exhiben bajos valores al
trabajar entre 0,2<u<0,5; hecho que puede ser atribuido a la elevada contribucién proveniente de
la entalpis de agregacién como resultado de las interacciones proteina-proteina en condiciones de
fuerzas idnicas elevadas (Hermansson, 1978). Una posible explicacion para estos resultados
involucra considerar 1a energia asociada a la agregacion (proceso exotérmico) el cual se opone ala
entalpia de desnaturalizacion la cual, en la naturaleza esta representada mayoritariamente por la
ruptura de puentes de hidrogeno (Pnivalov y Khechinashvili, 1974).

En contraste con esto las proteinas de suero de soja (PSS) analizadas en el intervalo 0<p<1
muestran poca variacién en los valores de temperaturas de pico (Tp), incrementandose
ligeramente con el aumento de la p. Por otra parte los valores de AH calculados a partir de
termogramas para el caso de las PSS son practicamente constantes en el intervalo de p analizadas
con valores considerablemente menores que los hallados para ANS.
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Tabla 6: Comportamiento térmico de proteinas de soja presentes en aislado nativo (ANS) y
proteinas de suero de soja (PSS). FAK comesponde al Factor Amtitriptico de Kunmitz. Tp:
Temperatura de pico

=g ‘Lntalpia deé

desnaturalizacion

Responsable responsable
g ANS - 77612 78 90,5+ 1,6 118 178108
E PSS 740105 FAK 90,4+08 Lectina 108112
: il

Para identificar las proteinas que contribuyen a las transiciones mencionadas se realizaron
estudios DSC en agua y en NaCl IM de ANS, PSS y de proteinas control (presumiblemente
presentes en estas fracciones) basdndose en resultados previamente obtenidos por electroforesis,
agregando ademas, un control de ureasa, por antecedentes de actividad enzimatica determinada en
muestras similares. La determinacion de actividad ureasica indica que la harina usada no fue
inactivada térmicamente (Dipietro y Liener, 1989b). Los datos de estos ensayos se muestran en la
Tabla 7. Para el caso de ANS, utilizando en una refacién 7S: 118 de 2: 3 (determinada por SDS-
PAGE) la diferencia entre los valores tedricos de AH calculados (17,3 J/g) y los obtenidos por
estos autores son minimos. En tanto que para las PSS asumiendo una relacién FAK : Lectina de 3:
2 los valores te6ricamente calculados de AH (18,0 J/g) son significativamente mayores a los
mostrados en la Tabla 7 (AH 10,8 J/g) diferencia que sugiere que las PSS sufren un grado de
desnaturalizacién superior al 40%, sustentando la idea que estas proteinas son sensibles a los
procesos de preparacion.

Estudios realizados sobre el efecto de las condiciones acidas en la actividad de proteinas
biolégicamente activas presentes en la soja demuestran que el FAK no se afecta entre
3,0<pH<11,0. Por ofra parte tanto la lipoxigenasa como ureasa a pH 4,50 son inactivadas en un
94% y 22% respectivamente (Koshiyama y col., 1981; Che Man y col., 1989). La falta de
actividad ureasica (ApH=0) en las muestra de PSS no puede ser explicado solamente por el factor
pH, por lo que se presume una desnaturalizacién adicional, probablemente por el tratamiento de
liofilizacién empleado en la conservacion de las muestras.
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Tabla 7: Resultados obtenidos a partir de termogramas DSC (10°C/min) de dispersiones
20% en agua destilada con y sin NaCl 1M de las muestras: ANS, PSS y los controles de proteinas
constitutivas, fraccion 7S, fraccién 118, FAK, Lectina, ureasa y factor antitriptico de Bowman-
Birk (FBB). Las abreviaturas son las mismas que las empleadas en Tabla 6.

- Na—— _ g NACH 1M ampocnmenrae
. Muestras Tp (°C) Entalpia (J/g) Tp (°C) Entalpia (J/g)

ANS  776%12.905+16 17,1+08 950+16:1108+13 198=28
78 775+05 138+10 952+ 0,6 142+0,7

118 91,0+ 04 19,7+09 111,005 19,0 £1,1
PSS 740+03:904+08 108+12 817%05;929+06 11215
FAK 75,7+0,1 13,605 82,5+ 0,1 14402

. Lectina 92,8 246+04 95,6 24405
FBB 77,1+0,3 4010, 79504 41402
Ureasa 87104 16,6 + 0,7 923403 16,8+0,7

Las experiencias hechas con electroforesis muestran que las PSS se forman
mayoritariamente de FAK (20 kDa) y Lectina (35 kDa). La ureasa no fue detectada por
electroforesis, en tanto que ¢l FABB si bien es detectado, se lo halla en baja proporcion
comparado con el FAK y se ubica en el rango de 8-10 kDa.

Por dltimo, estos autores realizaron medidas de grupos sulfhidricos libres, totales, e
hidrofobicidad superficial. En el caso de las ANS se observa un aumento de la hidrofobicidad
superficial con la salinidad lo cual puede ser atribuido a la estructura formada entre la sal y el agua
becho que favorece las interacciones hidrofébicas (Damodaran vy Kinsella, 1982). Esta tendencia a
la agregacién es probablemente la causa de la alta estabilidad térmica registrada para las
globulinas 7S y 118 en condiciones de alta fuerza iénica (u), lo que se refleja en el incremento de
los valores de Tp con el aumento de p.

Por el contrario las PSS son menos estructuradas y de menor peso molecular, presentan
comparativamente bajos valores de hidrofobicidad superficial siendo muy poco afectados por los
cambios en la p (en el rango ensayado). Entre las proteinas presentes en la fraccién PSS, el FAK
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es el que presenta los valores m4s bajos de hidrofobicidad superficial y Tp, hecho que sugiere que
la baja estabilidad térmica es el resultado de la baja hidrofobicidad superficial.

1.7 - Pardeamiento no enzimatico

Entre las reacciones que pueden ocurrir durante el almacenamiento y el procesamiento del
suero de soja, dado su contenido de proteinas y oligosacéridos, se encuentran las reacciones de
pardeamiento no enzimitico las cuales conducen a la formacién de pigmentos pardos y diversos
compuestos intermedios, que ocasionan alteraciones en sus caracteristicas nutricionales,
organolépticas y funcionales.

Hay tres rutas principales por las cuales puede ocurrir la reaccién de pardeamiento no
enzimatico en un alimento (Braverman, 1963), caramelizacion de azicares, reaccién de Maillard y
oxidacién del acido ascérbico, esta tltima no posible en suero de soja dada 1a falta de vitamina C.
Lo que caracteriza a estas reacciones, es que en todas ellas intervienen grupos carbonilos llamados
"activos”. La caramelizacién ocurre cuando se calientan compuestos polihidroxicarbonilicos
(azicares reductores y acidos polihidroxicarbonilicos). En tanto que la lamada reaccién de
Maillard, es la ruta mis frecuente hallada entre las reacciones de pardeamiento, involucra
conjuntamente grupos carbonilo y grupos amino, provenientes en general de azicares reductores y
de proteinas respectivamente (Hodge y Osman, 1976).

De esta forma, los compuestos polihidoxilicos, aziicares no reductores y aquellas sustancias
en las que la funcién carbonilo tiene un bloqueo permanente no dan reacciones de pardeamiento
(Schwimmer y Olcott, 1953). Por tanto, un aziicar no reductor como la sacarosa primero debe
hidrolizarse para dar compuestos reactivos y poder participar en las reacciones de pardeamiento,
La composicion asi como el pH del medio junto con la temperatura a la que es sometido un
alimento determinardn el tipo de reaccién predominante. Los efectos del pardeamiento no
enzimatico sobre los alimentos son multiples, entre ellos podemos nombrar;

¢ Cambios de color debidos a la produccion de substancias parduscas y destruccion de
pigmentos presentes en el alimento (Meschter, 1953).

¢ Produccién de aromas y sabores (Pokorny, 1980).

¢ Pérdida de solubilidad de proteinas com los consiguientes cambios en la textura y
alteracién en ¢l poder de reconstitucién de los alimentos deshidratados (Labuza y col., 1977).
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¢ Pérdida del valor nutritivo al dafiarse amino4cidos esenciales como la L-lisina (Mauron,
1981) o vitaminas como el acido ascérbico (Clegg, 1964).

¢ Produccién de metabolitos de potencial accion toxica {Powries y col., 1981).

¢ Liberacién de CO; (Cole, 1967).

¢ Disminucion del pH (Ellis, 1959).

En la mayoria de los casos estos efectos son indeseables y resultan perjudiciales,
particularmente en el procesamiento y almacenamiento de alimentos deshidratados (Lea, 1958) y
de humedad intermedia (Erikson, 1982). Sin embargo hay procesos ¢n que las reacciones de
pardeamiento no enzimatico resultan beneficiosas y deseables, como lo es en la coccién de la
came, fabricacién de pan, caramelo, dulce de leche y productos relacionados. También podemos
mencionar dos propiedades beneficiosas derivadas de la mezcla de compuestos producidos en las
reacciones de pardeamiento no enzimético, por su accién antioxidante sobre los lipidos de ciertos
alimentos (Lingnert y Eriksson, 1981) y su eventual accién antimicrobiana (Lara y Gilliland,
1985).

1.7.1 Caramelizacién de aziicares

Cuando se calientan azicares en forma anhidra o en solucién, éstos se descomponen dando
un pigmento pardo, de naturaleza polimérica, conocido como “caramelo”. Esta descomposicion es
catalizada por 4cidos y bases. Los azicares experimentan hidrélisis, enolizacién, isomerizacion,
deshidratacién, fragmentacién y oxidacién. De este modo se forman compuestos carbonilicos
altamente reactivos que reaccionan entre si dando polimeros insaturados de color parde (Hodge y
Osman, 1976). En medio 4cido predomina la deshidratacion, siendo los principales intermediarios
el furfural a partir de pentosas, mientras que la descomposicién de hexosas produce el 5-
hidroximetilfurfural (HMF), un esquema de estas reacciones se muestra en la Figura 3. En tanto en
medio alcalino las reacciones de enolizacién ocurmren rapidamente, abundan los productos de
fragmentacion y oxidacion, y como resultado de esto el pardeamiento es muy rapido.
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Figura 3: Mecanismo propuesto para las reacciones involucradas en las etapas iniciales del
pardeo no enzimitico, Braverman (1963).

1.7.2 Reaccién de Maillard

Es la mds frecuente causa del pardeamiento no enzimatico en alimentos. La reaccién se
origina en la condensacion de un grupo carbonilo reactivo, proporcionado usualmente por un
azicar reductor y un grupo amino proveniente de un aminodcido o proteina. Habiéndose
demostrado su importancia en el pardeamiento de alimentos deshidratados y de humedad
intermedia. La reaccion de Maillard comprende un grupo complejo de varias reacciones que
comienzan con la apertura del anillo hemiacetdlico de los aziicares reductores y la enolizacion de
los mismos, seguida de una serie de transformaciones que conducen a la formacion de pigmentos
amarillos rojos y/o marrones.

En el caso de la reaccion de Maillard el pigmento que se forma tiene nitrégeno en su
composicion, y se denominan “melanoidinas” (Shallenberger y Birch, 1975). Las reacciones
generales de caramelizaciéon y Maillard usualmente siguen la misma secuencial pero 1a principal
diferencia es que en la reaccién de Maillard los aminoicidos y péptidos reaccionantes se
condensan con el azicar y actiian como “catalizadores internos” en las reacciones de enolizaciéon y
deshidratacién subsiguientes, de manera que la reaccién global de formacién de pigmentos resulta
acelerada.

30



Azucar reductor
+ aminoacido

Base de Schiff + agua

Reordenamiento de Amadori

1 amino-1deoxi-2 cetosa

Introduccion

Productos
de fision

+ aminoéacidos

Base de Schiff| [Reducciones| *amino Degradacién
del HMF o del compuestos de

furfural Strecker

+ amino
HMF o
furfural compuestos
+ amino + amino
compuestos compuestos
PIGMENTOS MARRONES

Figura 4: Esquema de la reacciéon de Maillard (adaptado de Hodge, 1953); el cual se
considera una descripcion apropiada de esta reaccion.

La funcién del amino-compuesto es la de retener al azhcar en la conformacién de cadena
abierta, hecho que favorece la reaccién de degradacion. Hodge (1953) integré la informacién
disponible, en un esquema simplificado, el cual se muestra en la Figura 4.
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Etapas de la reaccién de Maillard

+ Etapa inicial que se caracteriza por la formacién de productos incoloros sin absorcion en
el UV cercano, misma que se la puede dividir en una 1** etapa en donde se produce una
condensaciébn entre un azicar-amino, seguida de un reordenamiento, denominado
“Reordenamiento de Amadori”.

+ Etapa intermedia caracterizada por la formacién de productos incoloros o amarillo palido
con fuerte absorciéon en el UV, etapa en la que ocurren sucesivamente una deshidratacion y
fragmentacién de aziicares, seguida por una degradacion de amino acidos.

¢ Etapa final caracterizada por la formacién de productos coloreados con las etapas de
condensacion alddlica y polimerizacion aldehido-amina con formacién de compuestos
heterociclicos conteniendo nitrégeno. Estas transformaciones conducen a la formacién de
pigmentos coloreados (amarillos, rojo y/o marrones) de naturaleza coloidal (Burton y Mc Weeny,
1963), denominados “melanoidinas”.

Estos polimeros insaturados contienen nitrégeno en su composicion y en ellos, tanto la
composicion como el peso molecular dependen de las substancias reactivas y de las condiciones
de reaccién. Algunas melanoidinas son solubles en agua y soluciones alcohélicas, en cambio otras
son insolubles, Se han estudiado e identificado en sistemas modelo diversas estructuras
heterociclicas y grupos funcionales, pero no ha sido encontrada una secuencia homéloga (Kato y
Tsuchida, 1981; Baltes, 1982).

Debe destacarse que también como consecuencia de la reaccién de Maillard se forma 5-
hidroximetitfurfural (HMF) y que ademas, durante la reaccion, se desprende CO,, y aunque el O,
no s un componente indispensable para que la reaccion se lleve a cabo, puede consumirse O; si el
mismo estd presente, En resumen aunque la reaccién es muy compleja, la misma puede
considerarse, en cierta forma, como una descomposicion de azicares catalizada por aminoécidos,
aunque estos ultimos se degradan en la misma. Por otra parte, hay otros componentes que pueden
participar como son las bases nitrogenadas (Ej. tiamina y etanolamina) y compuestos carbonilicos
provenientes de la oxidacién de los lipidos (Suyama y Adachi, 1979; Doyon y Smyrl, 1983).
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Factores que afectan su desarrollo

¢ Composicion del sistema: Las aldopentosas son mds reactivas que las aldohexosas, en
tanto que estas Gltimas son mas reactivas que los disaciridos reductores (Spark, 1969). Los
disacéridos no reductores como la sacarosa deben primero hidrolizarse para poder participar en la
reaccion. Tal es el caso de sistemas proteina-sacarosa, en los cuales se produce pardeamiento
cuando existen condiciones que favorecen la hidrolisis (alta humedad y bajo pH) (Hurrel y
Carpenter, 1977). La L-lisina en los sistemas estudiados ha resultado ser el mas reactivo de los
aminodcidos cominmente presentes en los alimentos. El grupo amino situado en la posicién ¢
resulta ser mas reactivo que el ubicado en la posicién a (Dworschak, 1980).

¢ Humedad: Fl agua proporciona un medio para que la reaccién se lleve a cabo, y es al
mismo tiempo un producto de la misma. En un alimento sélido, deshidratado y a muy bajo
contenido acuoso, los reactivos interaccionan dificilmente entre ellos, y aunque la reaccion se
lleva a cabo, la misma ocwre en forma muy lenta. En la medida que aumenta la humedad y por
consiguiente la a,, del sistema se produce en forma simultinea un descenso en la viscosidad de la
fase acuosa y una disolucién de los reactivos en esa fase, esto se traduce en un incremento
sostenido de la velocidad de reaccion al aumentar el contenido de humedad.

Eventualmente, la fase acuosa se satura y un aumento del contenido acuoso no altera la
concentracion de los reactivos sino hasta el momento en que cesa la disponibilidad de los mismos
para disolverse, a partir de este punto un aumento del contenido acuoso, sélo provoca una dilucién
del sistema. Este altimo efecto, sumado al hecho que el agua es un producto de la reaccién, por o
que tiene un efecto inhibitorio sobre la velocidad, hace que se observe un maximo en la velocidad
de la reaccién que suele ubicarse en el rango de a,,, comprendido de 0,6 a 0,8 coincidiendo con la
ay de los alimentos de humedad intermedia (Labuza y Saltmarch, 1981). La dependencia de Ia
velocidad de pardeamiento no enziméatico en funcién de 1a a,,, puede observarse en la Figura 5.

Métodos de medicion del pardeamiento no enzimatico
Una de las consecuencias resultantes de la complejidad de las reacciones de pardeamiento

no enzimatico y de la multiplicidad de sus efectos sobre los productos alimenticios es la
diversidad de medios empleados para su estudio. Entre los métodos utilizados podemos mencionar
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la determinacion del grado de avance el pardeamiento no enzimdtico a través de la medida de la
liberacién. de CO, (Cole, 1967), descenso del pH (Resnik y col, 1981), formaciéon y
descomposicion de compuestos de Amadori (Lee y col.,, 1984), evolucién de accién antioxidante
(Park y Kim, 1983) y disminucién de la concentracion de azicares (Cerrutti y col., 1985).

Velocidad de Reaccion del Pardeamiento
No Enzimatico (Unidades Arbitrarias)

L

02 0.4 06 08 1.0

Aciividad Acuosa
Figura 5: La curva I corresponde a alimentos y sistemas sélidos (Labuza y Saltmarch, 1981),

en tanto que la curva I lo corresponde a alimentos y sistemas liquidos (Loncin y col., 1965).

'l s ]

o
o

Los aminoicidos se destruyen en la reaccién de Maillard, por lo tanto la pérdida de
nitrégeno amidico y la disminucién de su concentracién fueron muy utilizadas para seguir esta
descomposicion (Ellis, 1959). Actualmente se prefiere determinar la disponibilidad de
aminoAcidos esenciales, en especial lisina, en forma quimica o biolégica, y conocer asi la pérdida
de valor nutritivo experimentado por el alimento (Mauron, 1981).

Otro enfoque, mas reciente, propone la medicion de ciertos compuestos formados durante la
reaccion como indicativos de los cambios sufridos por el alimento. Estos compuestos deben ser de
facil andlisis y relativamente estables una vez formados. Luego su concentracién puede
correlacionarse con el deterioro experimentado por el alimento, y por consiguiente su calidad, un
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¢jemplo de esto es el mivel de S-hidroximetilfurfural (HMF) usado en el deshidratado de
manzanas, el cual se comrelaciona bien con densidad, desintegracién, color y rehidratacion,
pudiendo ser usado para predecir las condiciones de operacion 6ptimas (Sullivan, 1981).

¢ Modificaciones del espectro visible: Los métodos espectrofotométricos han sido
extensamente empleados. Asi mientras que los cambios en el espectro visible son representativos
de la formacién de pigmentos, aquellos en la regién UV se corresponden con la formacion de
furfurales y ofros compuestos carbonilicos capaces de absorber en dicha zona. Los pigmentos
pardos producidos por las reacciones de pardeamiento se caracterizan por absorber radiacién
electromagnética en la zona del wvisible del espectro, sin presentar mAximos ni minimos
caracteristicos, sino un gradual aumento de la absorbancia a medida que disminuye la longitud de
onda (Clark y Tannenbaum, 1970). Los métodos mas usados para estudiar la coloracion resultante
de las reacciones de pardeamiento no enzimatico han sido el aislamiento de los pigmentos y su
posterior analisis colonmétrico.

Los métodos habitualmente utilizados en ta separacién de los pigmentos constan de tres
etapas principales (Meydav y col,, 1977), y comienzan con una extraccién de las substancias
coloreadas solubles en los alimentos sélidos, clarificacitén del extracto resultante (en los alimentos
liquidos se hace la clarificacién directamente) y una etapa final que comprende la colorimetria del
extracto clarificado. Usualmente se trabaja entre 400-500 nm y en un rango de dilucién que
permita tener una respucsta lineal entre la absorbancia y la cantidad de pigmento de acuerdo a la
ley de Beer (Maier y Schiller, 1959). Esta metodologia implica considerar que los pigmentos
formados en todo el transcurso de la reaccién son similares (al menos en sus caracteristicas
espectrales), lo que no es necesariamente cierto ya que, en las reacciones de pardeamiento el
pigmento se forma en multiples reacciones de adiccion, eliminacién y deshidratacién, etapas que
son altamente dependientes de las condiciones de reaccién. Otras fuentes de emror pueden
atribuirse a la complejidad misma del alimento, a la insuficiente extraccion o extraccién de otros
pigmentos (siendo una técnica altamente dependiente de la metodologia y solventes usados) y por
el hecho que la absorbancia del extracto no proporciona una idea correcta del aspecto visual del
alimento pardeado, como si lo es la medida del color.

De lo dicho se infiere que la simple medicién de la absorbancia de un extracto a una tinica
longitud de onda dista de ser una técnica perfecta, aunque aporta informacién a otros ensayos
como la colorimetria directa del alimento pardeado, color que es frecuentemente producido no
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solo por el pardeamiento, sino de 1a degradacién de otros pigmentos eventualmente presentes
como clorofila y carotenoides.

¢ Modificaciones del espectro ultravioleta: Asi como los cambios en el espectro visible son
representativos de la formaciéon de pigmentos, aquellos en la regién uliravioleta se comresponden
con la formacién de furfurales y otros compuestos carbonilicos capaces de absorber en dicha zona.
Es caracteristica la existencia de un méximo ¢n el rango de 280-300 nm, tanto en alimentos (Haas
y col., 1948; Clegg, 1964) como en sistemas modelo (Friedman y Kline, 1950). Aunque menos
empleada que la medicién en el visible la absorbancia a una longitud de onda dada en el rango del
espectro ultravioleta ha sido considerado indicativa de la reaccién de pardeamiento no enzimatico
en sistemas modelo de alimentos, por ejemplo manzana deshidratada (Resnik y Chirife, 1979),
sacarosa liofilizada (Flink, 1983).

Los pigmentos y melanoidinas absorben en el ultravioleta sin rasgos notables (Clark y
Tannenbaum, 1970; Feather y Nelson, 1984) atribuyéndose la existencia del méximo de
absorbancia a la presencia de furfurales, en particular en sistemas que contienen hexosas, del 5-
hidroximetilfurfural (HMF) (Wolfrom y col., 1948; Hodge, 1953; Hodge y Osman, 1976; Resnik
y Chirife, 1979; Feather y Nelson, 1984). El espectro de absorcién ultravioleta del HMF en
solucion acuosa posee un méximo a 285 nm con coeficiente de extincion molar € = 16500 y un
segundo maximo de menor importancia, a 228 nm, £ = 3620, situdndose el minimo de absorbancia
a 245 nm (Wolfrom y col., 1948).

1.8 Transicién vitrea

En 1a Figura 6 se esquematizan las formas de obtencién de un sélido amorfo. En la solucién
inicial, las moléculas de agua (solvente) y las de soluto (por ejemplo un azicar) coexisten en un
estado desordenado al azar. Dependiendo de la velocidad de remocién del agua, podra formarse
un sélido amorfo o uno cristalino. Un sélido amorfo, dependiendo de 1a temperatura y de su
contenido de agua, puede encontrarse en estado vitreo o en estado gomoso. (White y Cakebread,
1966; Levine y Slade, 1992; Roos y Karel 1992).
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Sélido amorfo

<«— Gomoso

Solido amorfo
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Aumento de la temperatura
o del contenido de agua

Figura 6: Formacion de un s6lido amorfo o uno cristalino a partir de una solucion (adaptado
de Karmas, 1994).

El sélido cristalino se obtiene cuando la remocion del agua es lenta, dando a las moléculas
de soluto el tiempo necesario para que puedan ordenarse en una estructura cristalina, en la cual
prevalece la interaccién con otras moléculas de soluto. El cnistal resultante se encuentra en un
estado termodinAmicamente estable, caracterizado por una movilidad molecular relativamente
baja y muy poco espacio entre las moléculas. Por otra parte los sélidos amorfos se obtienen
cuando las moléculas del soluto son inmovilizadas mediante un rapido congelamiento o una ripida
deshidratacién como sucede en el proceso de liofilizacion o de secado por spray. Como
consecuencia de estos procedimientos, el sistema experimenta un rdpido incremento de la
viscosidad y por ende una importante disminucién en la movilidad molecular. Las moléculas de
soluto no pueden alcanzar configuraciones de equilibrio y por lo tanto no pueden organizarse para
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formar un cristal, sino que permanecen en forma desordenada o amorfa. En el secado
convencional de sistemas heterogéneos (tejidos multicomponentes), gran parte del material
permanece amorfo, por impedimentos en la movilidad de las substancias cristalizables.

Determinacién de la Tg

La temperatura de transicion vitrea (Tg) puede ser detectada y estudiada por distintos
métodos, uno de ellos es la dilatometria, que aprovecha el hecho de que el volumen especifico
cambia con la temperatura. La pendiente del cambio del volumen especifico en funcién de la
temperatura es el coeficiente de expansién térmica, coeficiente que cambia abruptamente a la
temperatura de transicion vitrea. Las relaciones entre la viscosidad y la temperatura también han
sido utilizadas para identificar la transicién vitrea (normalmente la viscosidad decrece con la
temperatura), pero este cambio se hace dristico en las cercanfas de la Tg. Otros métodos que
detectan la Tg se basan en los cambios en las propiedades mecanicas, dieléctricas, térmicas en la
vecindad de la transicion vitrea, o detectan aspectos relacionados con la movilidad molecular y la
difusividad. Algunos métodos utilizados en el estudio de alimentos basados en los cambios en las
propiedades térmicas y mecénicas son la calorimetria diferencial de bamrido (DSC), anilisis
termomecanico (TMA), espectroscopia mecénica y reologia dindmica. El método de calonmetria
diferencial de barrido es el mis utilizado, y es capaz de detectar la transicion vitrea sobre la base
del cambio en el calor especifico, siendo el calor especifico una de las propiedades que cambian
en las cercanias de 1a transicion vitrea.

Para el caso de dos fases que tengan la misma energia de Gibbs y se encuentren 2 la misma
temperatura como un sélido y un liquido o un liquido y una fase gaseosa tendran diferentes
entalpias y por lo tanto diferentes entropias, mas ain se puede demostrar que dos fases que tienen
diferentes entalpias tendran diferentes volimenes. En este principio es que se basan las técnicas
cominmente usadas para determinar este tipo de transiciones como los estudios por DSC o
dilatometria que mide cambios en la entalpia o el volumen especifico respectivamente.
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Figura 7: Diagrama de estado, adaptado de Roos, 1995; en este esquema generalizado de fases, la
composicion {expresadas en fracciones en peso) de un sélido se representa en funcién de la
temperatura. Los valores de fraccion en peso varian desde cero (agua pura) hasta uno (sélido puro

anhidro).

Las transiciones de 1¥ orden son las que se verifican en los cambios de estado sélido-
liquido; liquido-vapor y solido-vapor. En estas transiciones como la energia de Gibbs para ambas
fases a la temperatura de transicién es la misma, la derivada primera representa un cambio en la
entalpia, entropia o volumen especifico lo que se observa como un escalén o salto. Por otra parte
la 2 derivada de la energia de Gibbs que representa la capacidad calorifica adopta un valor de
infinito a estas temperaturas de transicién de 1% orden. Las transiciones de 2°° orden (segin la
clasificacién de Ehrenfest, 1933) son aquellas en las cuales la 2™ derivada del potencial quimico
0 energia de Gibbs muestra un salto o discontinuidad. En este tipo de transiciones a diferencia de
las anteriores la entalpia, entropia y volumen especifico para ambas fases es el mismo, por lo
tanto no hay un calor latente de cambio de fase pero si una discontnuidad o salto en capacidad
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calorifica, que es lo que puede observarse en un diagrama de DSC cuando la muestra esta
condiciones de muy baja humedad.

En la Figura 7 la curva que representa los valores de Tg (indicada como Tg en la figura) se
incrementan en la medida que disminuye el contenido de agua. Por lo tanto en todo el rango de
posibles fracciones de sélidos tendremos estado vitreo cuando nos encontremos por debajo de
esta curva. A su vez, los diferentes equilibrios representados por los puntos comprendidos dentro
del 4rea ubicada debajo de la curva de Tg puede subdividirse en dos regiones limitadas por el
valor C’g. De esta manera si el sistema se ubica a la derecha de C’g presentara un estado vitreo
con presencia de agua no congelable (por el alto contenido de s6lidos presentes), mientras que si
se encuentra a la izquierda de C’g el agua si podrd congelarse. En el caso del suero de soja
liofilizado, el mismo estara ubicado a la derecha de C’g, y muy cercano al valor unitario, debido
a que casi no hay agua por los procesos de liofilizacién y conservacién en P>Os es decir en un
estado vitreo pero con presencia de cantidades variables de agua que no congela.

El valor de C’g se puede obtener por diferencia entre el agua total y la cantidad de hielo
contenidos en la muestra, en tanto la cantidad de agua no congelada puede ser estimada
determinando el calor latente de fusién del hielo en muestras con diferentes contenidos de agua,
de esta forma se grafica el cociente entre el calor latente de fusion del hielo y el peso de sélido en
la muestra en funcién de contenido inicial de agua, lo que da una recta y se extrapola a valores de
calor latente cero, lo que estima la cantidad de agua no congelada (Simatos y col., 1975; Blond,
1989; Roos, 1992-a). Otros estudios realizados (Ablett y col., 1992) muestran que ¢l verdadero
valor de C’g puede ser obtenido por DSC sole cuando la temperatura depende del calor latente o
se considera la fusién junto con una adecuada correccién usando la capacidad calorifica de las
muestras. Sin embargo los valores mds exactos hasta el momento provienen de los diagramas de
estados realizados a partir de valores de Tg expenimentales para soluciones de diferentes
concentraciones (Roos y Karel, 1991-a).

Se hallé que las soluciones maximamente concentradas por congelacidn son matrices que
rondan el 80% (p/p) para la mayoria de los componentes alimenticios (Ablett y col., 1992; Roos,
1993). Un esquema tipico (obtenido por DSC) es el que se muestra en la Figura 8 de un azicar
liofilizade que muestra sus transiciones de fase y cambios de estado (Ross, 1992-b).

En estos ensayos la muestra se calienta a wna velocidad constante en una capsula sellada, y
generalmente se utiliza una capsula vacia como referencia, en estas condiciones se monitorea el
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flujo diferencial de calor durante ¢l calentamiento de la muestra y de la referencia. El cambio en el
calor especifico del sélido que ocwrre a la temperatura de transicion vitrea de la muestra, se
evidencia como un cambio en la linea de base del termograma desde una temperatura inicial
menor que Tg hasta temperaturas mayores. A temperaturas mas altas que Tg, el azicar se
transforma en un material “gomoso” mismo que puede considerarse como un liquido
sobreenfriado. A medida que la temperatura y la movilidad aumentan, y la viscosidad disminuye,
las moléculas de aziicar pueden reorientarse hasta alcanzar un estado termodinimicamente mas
estable como lo es, la estructura cristalina, proceso que se manifiesta como un pico exotérmico en
el termograma. Al incrementar ain méas la temperatura, el azicar funde produciendo un pico
endotérmico; un termograma como el descrito, demuestra el efecto de la temperatura sobre el
estado fisico de un alimento liofilizado que contiene aziicares.

Flujo de calor

Temperatura/tiempo

Figura 8: Termograma tipico de un azicar liofilizado (Adaptado de Roos, 1992-b).

41



Introduccion

Factores que afectan la Tg

¢ Plastificacién: La movilidad de un sistema puede ser afectada por la adicién de un agente
plastificante. Un agente plastificante es una sustancia que al ser agregada a un material, aumenta
su flexibilidad y extensibilidad. Para que un compuesto sea plastificante debe ser compatible y
miscible con el material al que se incorpora. En los sistemas biol6gicos el plastificante mas
importante es el agua. El agregado de un plastificante produce un aumento en el volumen Lbre, y
por lo tanto, tiene el efecto de reducir Ia Tg del sistema y de incrementar la posibilidad de que este
cristalice. Otros plastificantes son moléculas de baja masa molecular como los azicares,
polialcoholes y aminoacidos

eMasa molecular: Flox y Flory (1950) al trabajar con poliestireno de distintas masas
moleculares, observaron que el valor de la Tg aumentaba ripidamente al aumentar la masa
molecular, obteniendo una relaciéon lineal al graficar Tg en funciéon de la inversa de la masa
molecular. Roos y Karel (1991-b), determinaron las temperaturas de fransicion vitrea de maltosa y
de una variedad de maltodextrinas en un rango amplio de valores de a,. Observaron que al
aumentar la humedad relativa, las temperaturas de transicién vitrea de estos sistemas
disminuyeron, ya que el aumento de la humedad plastificé los sistemas; también se observé un
aumento en la Tg al aumentar la masa molecular para una dada humedad relativa, y pudieron
relacionar las temperaturas de transicion vitrea con la masa molecular.

Ross (1993) analizé6 el comportamiento de distintos azicares (pentosas, hexosas y
disacaridos) con respecto a la Tg, y observd la misma tendencia general, las pentosas tuvieron
menor Tg que las hexosas, que a su vez tuvieron menor Tg que los disacdridos. De esta manera
la Tg aumenta con el agregado de polimeros (almidén, celulosa, y macromoléculas como
proteinas).

¢ Transicién vitrea de mezclas: La ecuacion 1 (Gordon y Taylor, 1952) es otra relaciéon util
para predecir 1a Tg de un sistema. Esta ecuacion relaciona la Tg de mezclas de polimeros con la
fraccién en peso y la Tg de los componentes individuales, la misma se aplica a sistemas modelo
formados por mezclas anhidras de dos componentes distintos y también a sistemas que contienen
un componente solido y diferente contenido de agua. En general, la ecuacion se cumplié y sirvié
para calcular la Tg resultante de mezclas de polimeros con diluyentes.
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wiTg + w; Tz
w; + kw,

Donde = Tgmwas = Tg observado parauna mezcla binaria,

w1 yw: = Fraccion de concentracién de componentes puros.
Tg)yTg: = Tgde los componentes puros.
k= constante.

Roos y Karel (1991-b) determinaron las Tgs de mezclas de maltodextrinas y sacarosa; las
muestras utilizadas estaban formadas por maltodextrinas de distintas masas moleculares y
sacarosa en distintas concentraciones. La adicién de hidratos de carbono inertes de alta masa
molecular a alimentos 0 componentes de los mismos, se puede usar para alterar la Tg y retrasar los
cambios fisicos, de esta manera los sistemas que son susceptibles a cambios tales como
cristalizacion, colapso y pegajosidad, ya sea durante el procesamiento o el almacenamiento,
pueden ser estabilizados por la adicion de substancias de alta masa molecular en la formulacién
del producto. Se vio que los alimentos que contienen grandes cantidades de azicares, retienen su
calidad en un amplio rango de temperaturas y humedades, cuando se les adicionan
macromoléculas. En numerosos productos se logré retrasar la cristalizacién de azicares (Berlin y
col, 1973; Iglesias y Chirife, 1978) y el colapso del sistema (Tsourouflis y col, 1976;
Gerschenson y col., 1981).

1.9 Liofilizacién

El objetivo primario de la Liofilizacién es la preservacién de materiales biolégicos, sin
deteriorarlos, por medio de la congelacion del agua contenida en estos, seguida de la posterior
sublimacién del hielo. Por tanto esta técnica combina las ventajas de la congelacién y la
desecacion a fin de obtener un estado de preservacién més propicio. Para ello se vuelve necesario
hallar formas y métodos que confieran al material una estructura s6lida que no permita la
permanencia de fluidos concentrados intersticiales, de manera que la estructura s¢ mantenga
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sélida durante el proceso completo, permitiendo que la deshidratacién se realice desde el estado
solido evitindose que el hielo funda antes de sublimarse.

Los pasos que deben seguirse para un proceso de liofilizacion involucran una congelacién
por medio de enfriamiento a baja temperatura., una deshidratacién por sublimacion directa del
solvente congelado, generalmente a presiones subatmosféricas, y una etapa final de
almacenamiento en estado deshidratado en condiciones controladas, en general las condiciones
involucran el uso de recipientes herméticos (de baja o nula permeabilidad a los gases),
pudiéndose emplear atmoésfera inerte, libres de oxigeno y vapor de agua.

Congelacién

La correcta congelacion es indispensable para poder liofilizar adecuadamente un
determinado material, esto es asi porque, cualquier cambio de fase en un material complejo afecta
su estructura y puede inducir alteraciones severas si no se realiza adecuadamente. Se considera
que esta etapa es critica pues el material deshidratado nunca serd mejor que el congelado, de
modo que un congelado inadecuado ird en detrimento del producto liofilizado. Los parametro
mas importantes a considerar son:

*Temperatura minima de fusion incipiente,

*Temperatura maxima de solidificacién completa.

*Velocidad de congelacion dptima.

*Conocer si existen equilibrios inestables o meta estables que deberan ser eliminados por
medio de tratamientos térmicos adecuados.

Se sabe que en los alimentos aun a temperaturas tan bajas como -30°C parte del agua queda
sin congelarse, y que el proceso de congelacién es complejo y sus caracteristicas dependen tanto
de la rapidez de la congelacion como de las caracteristicas del material a congelar. Los
contenidos de agua son diferentes segim el alimento del que se trate; a su vez Iz forma en que el
agua se congela ain en alimentos con idénticas cantidades de agua depende de las caracteristicas
particulares que presenta cada alimento como a, y compartimentacion eptre otros. Un listado de
alimentos junto con sus contenidos de agua y su comportamiento durante la congelacion puede
verse en la Tabla 8; podemos decir que en general los procesos de congelacion lentos conducen a
la formacion de cristales grandes y viceversa, sin embargo el tamaiio del cristal también depende
del tiempo asi como las de condiciones de almacenamiento posteriores al congelado.
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Tabla 8: En esta tabla se detallan para una serie de alimentos frescos las cantidades de agua
presentes en los mismos expresadas en forma porcentual; de igual forma se indican los
pofcentajes de agua que congelan, asi como las cantidades de agua que no congelan para

% total de. a.glu;

kg/kg de sélidos,

' Carne magra 74,0 83 93 97 99 100 035
 Pescado 83,5 87 94 97 98 100 0,39
. Huevo integral | 74,0 90 95 98 99 100 0,20
' Yema de huevo | 50,0 89 94 97 98 100 0,40
. Clara de huevo i 86,5 93 96 98 99 100 0,40
- Jugo de frutas 88,0 75 87 93 9 100 0,20
- Pan blanco 46,0 50 87 97 9% 100 0,30
_ Arvejas 78,0 68 8 92 96 100 0,20-0,30
Porotos 89,0 84 92 9 98 100 0,20-0,30
4 Espinaca 93,0 95 97 98 99 100 0,20
t b

En vista que la estructura de la masa congelada dependera tanto de la manera en que el
material ha sido enfriado como de la temperatura que ha alcanzado, los ciclos de enfriamiento
deben ajustarse "a medida” para cada caso individual A menudo se requeririn de ciclos de
congelacién muy precisos, compuestos de una sucesion de periodos de enfriamiento y aumento
de temperatura, llamados tratamientos térmicos a fines de obtener los cambios estructurales
requeridos como:

-Ruptura de estructuras vitreas con cristalizacion de materiales meta estables.

-Tamaifio de cristal adecuado dando un color, porosidad y separacion de aceites y aromas
adecuados.
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Figura 9: Representacién grifica del porcentaje de agua sin congelar con relacion al agua
“congelable” para diferentes temperaturas. Para este caso particular la muestra en cuestion es
clara de huevo.

Sublimacién del hielo

La liofilizaci6n se basa en la sublimacién del hielo, el hielo tiene su presién de vapor, y los
valores de presién de saturacion sélido vapor del hielo (Psh) son bastante bajos, por ejemplo a
0°C apenas supera los 4,5 mm de Hg. En comsecuencia, tan baja presion de vapor sélo se
consigue con aire con muy bajo contenido de humedad o en condiciones de vacio, siendo esta
iltima la practica mis usual, pues la presion parcial del vapor del aire, depende directamente de
la presién total, ademas en condiciones de vacio, se evita la oxidacion de los lipidos presentes.

En la Figura 10 se muestra el grifico mas generalizado de presion en funcion de la
temperatura para el agua, donde pueden verse las zonas y las transiciones de sélido-vapor
(sublimaci6n), sélido-liquido (fusién) y liquido-vapor (vaporizacion).
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'32°F (0°Q)
Temperatura

Figura 10: Diagrama de estado del agua pura con relacién a la presion y temperatura, en elia
puede verse las regiones en que estin presentes los estados sélido, liquido y vapor. Para el caso
del agua pura, el punto triple (condiciones en la que coexisten los tres estados en forma
simultinea), se encuentra a 0°C y una presion de 4,58 Torr. En este grafico puede verse que el
pasaje directo del agua congelada al estado vapor ¢ sublimacién realizada en la liofilizacién se
llevara a cabo en condiciones que estén por debajo de este punto.

De esta manera en la etapa de liofilizacién propiamente dicha el hielo es “destilado” por
sublimacion directa desde el estado solido a presion reducida y sélo se requicre que la presion de
saturacién sélido-vapor (Psh) del hicto sea mayor que la presion parcial del vapor en el aire Pva.

El pasaje del hielo presente en solidos congelados al estado de vapor es un proceso
fuertemente endotérmico, que demanda en consecuencia gran cantidad de energia, en ¢l caso de
agua pura los valores son:

* Calor de Sublimacién, Ls de 670 Kcalkg.
* Calor de Vaporizacion, Lw de 550 Kcal/kg.
* Calor de Fusion, Lf de 80 Kcal/kg.
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Esta energia puede llegar a través de la capa congelada, siendo el caso tipico el de
liofilizadores de bandejas e¢n donde la transferencia del calor se verifica por conduccién,
existiendo la posibilidad de fusién del hielo intersticial o por radiacion a través de la capa
deshidratada en formacion, en el caso de materiales granulados o particulados, existiendo la
posibilidad de alterar térmicamente la estructura de la capa seca, fenémeno conocido como
“scorching”. Por otra parte el suministro de energia se vuelve dificultoso en condiciones de
presion reducida y durante la hiofilizacién el “frente de deshidratacion™ no es una superficie
estable sino que retrocede durante el proceso de sublimacion.

Las temperaturas de sublimacién pueden ser cercanas ¢ incluso superiores a las de fusién
incipiente, por tanto la deshidratacién puede ocurrir no solamente por sublimacién sino también
por evaporacion del agua no congelada ocluida en la estructura (recordar que no toda el agua de
estructuras biolégicas se congela); esta es extraida por difusion lenta a través de la “red” de
solidos que rodean a los cristales de hiclo, y puede causar una forma de derrumbamiento o
“co " de la estructura que se vuelve gomosa y pegajosa. Este fenémeno puede aumentar la
densidad del producto, inducir la aparicion de color oscuro en el producto terminado, y tener un
importante efecto en la retencion de aromas y agua adsorbida, un esquema de estos fendémenos de
colapso se puede visualizar en el Figura 11.

Collapsing capillary (necking)

Ice front —

M.

7
7

/i Z

%

y 4

Increasing collapse >
Figura 11: Durante la liofilizacién, el agua es retirada del material por sublimacién del
hielo a presion reducida desde un “frente del hielo™. Esto ocasiona un retroceso en el frente de
hielo el cual queda cada vez mas “hundido” en el material ya liofilizado. Bajo ciertas
condiciones, puede ocurrir el colapso estructural; generalmente este proceso comienza con la
formacion de unos angostamientos o cuellos que limitan la sublimacién, formados por migracién
de soluto, finalmente estos cuellos se unen generando el colapso estructural.
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Ef colapso estructural durante lIa liofilizacién ocurre a temperaturas criticas en las cuales la
viscosidad es suficiente para permitir el flujo de solutos amorfos concentrados durante la
congelaciéon (Bellows y King, 1973). Esto ocurre debido al descenso de la viscosidad en las
cercanias del comienzo de la temperatura de fusion del hielo por encima de T°; (Levine y Slade,
1986, 1988; Pikal y Shah, 1990; Franks, 1990; Roos y Karel, 1991-a; Slade y Levine, 1991).

Como se desprende del posible fenémeno de colapso, la retencién del agua adsorbida es el
problema mas dificil de resolver, siendo relativamente facil sublimar el hielo, a diferencia de la
desorcion del agua no congelable, siendo éste el verdadero “cuello de botella” de la liofilizacion.
Debido a esto, una etapa de “secado secundario” mejora la eficiencia del proceso con tiempos
largos a bajas presiones.

Estudios comparativos realizados en tejidos vegetales liofilizados a temperaturas menores y
mayores a T'g mostraron grandes diferencias en la porosidad obtemda segin las condiciones
empleadas (Karel y col,, 1993). Los valores estimados para T’g para muestras de manzanas, apio
y papa fue de 46°C. Los resultados mostraron que la fusién del hielo durante el secado a presién
mis alta tiene un efecto plastificante tanto en la matriz no congelada (concentrada durante la
congelacion) como en los solidos deshidratados, lo que resulta en una pérdida parcial de
estructura.

Entre los efectos benéficos de la liofilizacion estd la retencion de componentes voldtiles en
comparacion con la cantidad de agua retirada del sistema. El coeficiente de difusién de los
componentes volatiles, para el caso de las maltodextrinas depende tanto del contenido de agua
como al tamafio del componente que difunde (Menting y col., 1970). Los mismos investigadores
estudiaron la retencién de componentes volatiles en alimentos liquidos.

Los resultados sugieren que cuando el contenido de agua es elevado, la pérdida de
componentes voldatiles estd definido por su volatilidad, en tanto que cuando el contenido de agua
es bajo es el coeficiente de difusion el que gobierna el proceso.

Almacenamiento en estado deshidratado en condiciones controladas.

Dada la estructura porosa de los materiales liofilizados, estos presentan una alta superficie
especifica, que permite una rapida adsorcion del vapor, por lo que los materiales liofilizados
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resultan altamente higroscopicos debiendo el envase evitar el paso del vapor. Los recipientes
metdlicos, de vidrio o aquellos protegidos con liminas de aluminio cubiertas por una pelicula
plastica ofrecen soluciones para resolver este problema.

El oxigeno es posiblemente mis activo que el vapor de agua, especialmente a humedades
residuales bajas del producto, ya que en este tipo de matrices el oxigeno difunde ficilmente y
alcanza sitios activos libres donde puede causar la formacion de radicales per6xido, lo cual puede
reducir la vida 1til del producto. Se inician de esta forma lentos procesos de alteracion que
conducen a la formacién de aromas rancios y extrafios, coloracién por oxidacion de polifenoles,
pérdida de actividad biolégica si la hubiere y deterioro de propiedades fisicas tales como
solubilidad.

Cabe aclarar que no todos los productos son sensibles a la accién del oxigeno, pudiendo ser
almacenados por un tiempo prolongado en atmdsfera de aire seco, en general estos son los
productos libres de lipidos o con baja proporcion de estos. También debe considerarse el efecto
de 1a luz particularmente en productos pigmentados, ya que se blanquearian rdpidamente en
condiciones diurnas. Los carotenoides, clorofilas y otros pigmentos se convierten en leuco-
derivados, deteriorando seriamente la calidad del producto.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

1)-El suero de soja es un subproducto generado en grandes cantidades como resultado de
varios procesos industriales como la produccién de aislados en forma tradicional o la fabricacion
del tofu (queso de leche de soja). Estos sueros son potencialmente valiosos debido a 1a presencia
de oligosacéridos, isoflavonas, proteinas, péptides de elevado valor biolégico y otras moléculas
de interés.

2)-La presencia de factores antinutricionales (factores antitripticos, hemaglutinina)
dificultan su utilizacién en forma directa en la industria alimenticia, mientras que las cantidades
producidas durante estas operaciones junto a la carga orginica representan un problema
ambiental.

3)-Los volamenes generados y el grado de dilucién hacen del tratamiento térmico directo
una operacién econ6micamente poco atractiva. Una estrategia orientada al aprovechamiento de
estos sueros, que disminuya el impacto ambiental y que inactive los factores nutricionalmente
indeseables debe incluir una etapa de concentracién/secado seguido de un tratamiento térmico.

4)-Estos procesos obedecen tanto a razones econémicas como operativas;. la primera se
fundamenta en el alto costo energético (bombeo, calefaccion etc.) que conlleva el tratamiento
térmico de un producto diluido; las razones operativas se relacionan con las ventajas de trabajar
con productos concentrados que simplifican los procesos de manipulacién, transporte y
almacenamiento.

5)-Hasta el momento se desconoce el comportamiento de este subproducto frente al secado
o ¢l tratamiento térmico. Como consecuencia de esta concentracién se analizara el rendimiento y
la existencia de cambios en la composicion como una aproximacidn a los cambios que
probablemente ocurrirdn en un proceso de secado a escala industrial.

6)-Se espera que un tratamiento térmico aplicado sobre el suero de soja deshidratado
provoque una parcial o total desnaturalizacién de los factores nutricionalmente indeseables
presentes que impiden su aprovechamiento en forma directa. Asimismo se supone que, como
consecuencia del estado deshidratado las temperaturas necesanas para lograr una inactivacion
adecuada de los factores antinutricionales debera ser elevada.

7)-La existencia en forma simultanea de proteinas y oligosacaridos permite suponer que
durante el tratamiento térmico pueden producirse reacciones de pardeamiento con formacion de
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ghicoproteinas de interés funcional y la cristalizacién de oligosaciridos luego del enfriamiento. Se
espera que el producto generado pueda ser utilizado en la industria, aprovechando este
subproducto disminuyendo de esta forma el impacto ambiental

8)-A partir del suero de soja se obtendrin las proteinas utilizando métodos propios de
laboratorio y otros del &mbito industrial comparandose los rendimientos y se realizard un
almacenamiento del suero liofilizado en diferentes condiciones para determinar los cambios
ocurridos segiin las condiciones de almacenamiento.

9)-El estudio de estos cambios permitirA comocer tanto la composicién como las
propiedades térmicas de este nuevo producto; brindando el marco necesario para proponer
alternativas de uso y procesos para el aprovechamiento tecnologico del suero de soja.

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollo de suero de soja liofilizado inactivado como un producto de interés para la
industria alimenticia en donde los factores nutricionalmente indeseables hayan sido inactivados, o
modificados de modo que ya no representen un obsticulo para su utilizacién como un ingrediente
en la formulacion de alimentos.

Objetivos particulares:

*Contribuir al conocimiento del suero de soja con relacién a su secado, composicién y
estabilidad térmica.

*Estudiar el comportamiento térmico (DSC) de suero de soja liofitizado.

*Evaluar la estabilidad del mismo en distintas condiciones con relacién a su tendencia a la
cristalizacion, desnaturalizacion y reacciones de glicosilacion.

*Aiglar las proteinas de suero de soja con el objeto de amalizar sm grado de
desnaturalizacion y composicion en funcién del tratamiento térmico del suero.

Metodologia

a)-Obtencion del suero de soja desde hanina desgrasada; analisis del efecto del
almacenamiento a 4°C.
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b)-Obtencién de las proteinas presentes en el suero de soja; andlisis de ventajas y
rendimientos.

c)-Secado por liofilizacién del suero de soja y almacenamiento a —80°C para estudiar los
cambios producidos en el mismo.

d)-Estudio comparativo de la composicion en macrocomponentes del suero liquido y del
deshidratado.

e¢)-Identificacion de las fracciones proteicas presentes en suero deshidratado por SDS-
PAGE, cuantificacion de la disminucién de glicidos debido al tratamiento térmico (glicosilacién)

f)-Anilisis por DSC del comportamiento térmico del suero deshidratado y en dispersiones
acuosas con diferentes tiempos de almacenamiento identificando las principales transiciones y
discutiendo el efecto de la presencia o ausencia de agua.

g)-Tratamiento térmico del suero liofilizado hasta diferentes temperaturas finales en
condiciones controladas para analizar:

*Desnaturalizacion térmica de las diferentes fracciones proteicas previamente identificadas
por SDS-PAGE con especial atencién a las condiciones requeridas para la desnaturalizacién de
los factores nutricionalmente indeseables.

*Determinacién del grado de inactivacion a través de medidas de actividad enzimatica.

*Estudio del efecto del tratamiento térmico sobre la glicosilacion; en dicho caso identificar
las proteinas glicosiladas (ensayos SDS-PAGE revelados con coloracion especifica).

*Determinacion del grado de avance del pardeamiento no enzimitico luego de un dado
tratamiento térmico detectando los productos tipicamente generados por medio de espectros UV-
Visible y cuantificando la disminucion de azicares libres por TLC.

*Obtencion de las proteinas desde suero deshidratado con diferentes tratamientos térmicos
para su estudio SDS-PAGE y DSC. Determinar el grado de glicosilacion de las proteinas aisladas
y correlacionar con el tratamiento térmico y la masa de proteina recuperada.

*Estudio de la microestructura y grados de cnistalizacién de oligosacandos por microscopia
electronica de barrido ambiental (ESEM) de suero deshidratado con y sin tratamiento térmico
hasta temperaturas claves previamente determinadas.
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Materiales y Métodos

2.1 Obtenci6n del suero de soja

El material de partida usado en este estudio fue harina de soja, desgrasada y desolventizada,
no tratada térmicamente, preparada bajo condiciones controladas, provista por la firma Santista
S.A., Brasil. La harina fue mezclada y agitada con ayuda de varilla de vidrio en agua destilada
(empleando una relacion agua: harina de 10: 1) y posteriormente con agitador magnético por
espacio de 2 hs. a temperatura ambiente. Finalizada esta etapa se llevé ¢l pH a 8,0 y manteniendo
las condiciones de agitacion y temperatura se mantuvo el pH en 8,0 con NaOH 0.5 N a fin de
optimizar la extraccion de las proteinas de la harina. Finalizada la extraccion esta mezcla fue
centrifugada a 8.000 rpm (rotor GSA, centrifuga refrigerada Sorvall RC 5B) durante 20 min. a
4°C.

El sobrenadante obtenido fue llevado a pH 4.5 usando HCI IN y se dejé a 4°C por espacio
de 24 hs, para optimizar la precipitacién de las globulinas de reserva, las cuales fueron separadas
por centrifugacién (8.000 rpm, 20 min, 4°C). Las globulinas de reserva (7S y 118) se¢paradas en
el precipitado no fueron usadas en este trabajo, en tanto que ¢l sobrenadante obtenido es lo que se
conoce como “suero de soja’” (Sorgentini y Wagner, 1999).

2.2 Tratamiento y fraccionamiento del suero de soja obtenido

Partiendo de 700 g de harina desgrasada se obtuvieron aproximadamente 5200 ml de suero
de soja. Esta cantidad fue dividida en dos alicuotas, una de 1600 ml destinada a ser liofilizada
para lo cual fue inmediatamente vertida en bandejas plasticas, hasta una altura de llenado de 5§
mm aproximadamente, envuelta con pelicula de poliestireno y posteniormente congelada a —20°C
para ser luego liofilizada.

A los 3600 ml restantes se les agregé azida sédica (concentracion final 0,02%) y se
almacené en camara de 4°C, durante 1 semana para asegurarse la precipitacién adicional de
globulinas de reserva. Luego de este pertodo se llev) el pH a 8,0 usando NaOH 2M vy agitador
magnético y se dejé a temperatura ambiente por 2 horas, ajustindose nuevamente el pH a 8,0 con
NaOH 0,5 N. Posteriormente se centrifugd a 10.000 rpm a 4°C, recuperindose una pequetia
fraccion de proteina insoluble a pH 8,0, la cual fue liofilizada para su posterior analisis por SDS-
PAGE.
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A continuacion el suero de soja a pH 8,0 se separd en tres fracciones de 1 litro cada una, las
que fueron usadas para obtener proteinas de suero de soja de dos maneras diferentes: por
precipitacién con (NH,).S04 al 90% y con acetona al 50% en frio. La fraccién remanente de 600
ml aproximadamente se usé para diferentes ensayos enmtre ellos los de determinacién de
composicion y extracto seco. Todas las fracciones de suero de soja se conservaron en botellas
plasticas tapadas en camara de 4°C.

2.2.1 Liofilizacién

La liofilizacién se llevé a cabo en un equipo HETO FD4 con una bomba de vacio Rotary
Vane Vacuum Pump RZS5. A fin de mejorar los resultados, previo a la liofilizacién, las bandejas
conteniendo el suero de soja congelado a —20°C fueron pasadas al freezer de —80°C donde
permanecieron por un minimo de 72 hs. Finalizada esta etapa la pelicula de poliestireno fue
reemplazada por una envoltura de papel de aluminio perforado a fin de permitir la sublimacién
del solvente y se tomé nota del peso de las mismas. El tiempo promedio de liofilizacién de cada
bandeja fue de umas 30 hs. En los casos en que la operacion se realizd en mis de una etapa, la
muestra fue retirada del equipo, cubierta inmediatamente con una nueva pelicula de poliestireno
para evitar su hidrataciéon y colocada a —80°C, hasta continuar con €l proceso. El fin del proceso
se determiné cuando no habia mas diferencias entre las pesadas, Finalizada la liofilizacion, el
suero de soja secado resultd una trama seca que se desprendia de las paredes de la bandeja
plistica con relativa facilidad. Este producto liofilizado fue trasvasado a un “recipiente de
molienda”, que consistia un frasco de vidrio opacado al paso de la luz con papel de aluminio con
una tapa perforada que permitia en forma ajustada el paso de una varilla de vidrio usada para
hacer la molienda del suero liofilizado, minimizando de esta forma el contacto del producto
liofilizado con el ambiente, a fin de evitar su hidrataciéon y deterioro.

Finalmente, el producto liofilizado y molido era pasado a un contenedor opaco con tapa a
rosca y baja permeabilidad, el cual se envolvié con papel y pelicula de poliestireno, para ser
conservado en freezer de —80°C. Estos pasos se repitieron hasta completar la liofilizacién de los
1600 ml de suero de soja. De esta forma la totalidad del suero de soja molido se conservd en
frasco herméticamente sellado colocado en freezer de — 80°C.
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2.2.2 Cinética de hidratacién

Desde ¢l comienzo se noté que el liofilizado era altamente higroscopico. Para cuantificar
cuan rapida era la hidratacién del mismo y optimizar las condiciones de almacenamiento y
manipulacion en condiciones de temperatura ambiente, se realizé una cinética de hidratacion a
una humedad relativa del 75%, por representar las condiciones ambientales usualmente halladas
en el laboratorio.

Se conoce por bibliografia (Rockland y Nishi, 1980) que el NaCl en soluciones saturadas
establece en un ambiente cerrado un equilibrio con una humedad relativa (HRE) de 75,5% si la
temperatura se encuentra entre 15 y 25°C. En el ensayo se usé un desecador en el que se
colocaron 400 g de NaCl con agua destilada suficiente para cubrirla y lograr una solucién
saturada de sal, las juntas de unién det mismo fueron selladas con “Parafilm” y se lo dejé por 24
hs. para que se establezca el equilibrio antes de introducir las muestras del suero de soja
liofilizado, el cual se encontraba conservado en condiciones amhidras (POs). La cantidad de
liofilizado finalmente empleado en el ensayo dependié tanto de los datos preliminares con que se
contaba (el suero de soja liofilizado tomaba aproximadamente un 10% de su peso en agua en los
primeros 30 min), informacion obtenida simplemente por pesadas sucesivas a diferentes tiempos
cuando el suero liofilizado se encontraba fuera del desecante), asi como del uso de un diagrama
psicrométrico.

Del anilisis de este Gltimo se determiné que ¢l aire a 20°C y con una HRE de 75%, es capaz
de contener 11 g de vapor de agua’kg de aire seco. Si se conoce el volumen de aire contenido en
el desecador (10,0 1), aproximando el aire como un gas ideal y el PM (peso molecular del aire) de
29 g/mol, entonces es posible calcular la masa de aire dentro del desecador (12,056 g); aire que
puede contener 132,62 mg de agua. Para que las condiciones de equilibrio se mantengan la
cantidad de muestra no debe alterar las condiciones impuestas por la sal saturada. Por ejemplo, se
calculé para este sistema que, si de los 132,62 mg de agua que contiene el ambiente se ceden al
liofilizado 9 mg de vapor de agua en forma instantinea, la humedad relativa caeria al 70%, si la
temperatura se mantiene en 20°C. Esta consideracion vale al comienzo, ya que si se le da
suficiente tiempo al sistema, esta cristalizard y se reestablecera el equilibrio. Por lo dicho, las
masas elegidas de liofilizado fueron lo suficientemente bajas para no variar 1a HRE establecida
por el equilibrio con la sal, pero suficientes como para minimizar los errores relativos en las
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pesadas; los resultados de esta experiencia se muestran en la Tabla 9 y estin representados en la
Figura 12.

Tabla 9: Datos comrespondientes a la hidratacién de una muestra de suero de soja liofilizada
colocada en una atmoésfera de humedad relativa del 75,5%.

+ Incremento en masas masa de agua tomada

: SRR u/" ottt e = R i g (mg’ e it
0 0,01179 0 0
0,5 0,01286 9,08 1,07
L1S 0,01341 13,74 1,62
20 0,01424 20,78 245
2,5 0,01456 23,49 2,77
7.5 0,01582 34,18 403
32 0,01678 42,32 4,99
544 0,01685 42,92 5,06
75,1 i 0,01685 4292 5,06
g 0,017 e o
2 0,016 ®
§ © 0,015 |
g = i
s 0,014 -
§e
S 0,013}
é 0,012 +
0|01 1 i A i 2 i . 1 . 1
0 20 40 60 80
Tiempo (hs)

Figura 12: Representacioén grafica del aumento de masa experimentado por el suero de soja
liofihzado cuando se hidrata en una atmésfera con un humedad relativa (HRE) del 75%.

2.2.3 Manipulacién del suero de soja liofilizado

En la medida en que se requeria de muestra para los diferentes ensayos, esta era tomada del
freezer de —80°C y colocada en un recipiente “a” de menor tamaiio el que contaba dos clases de
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tapas; una cerrada para la manipulacién en el laboratorio y una segunda perforada, la que se
colocaba justo antes de introducir el recipiente “a” en un recipiente “b” de mayor tamaiio
conteniendo P;Os (pentéxido de fésforo), el cual es un desecante quimico irreversible que se pone
en equilibric con una humedad relativa cero. Este recipiente “b” se lo cubria con papel de
aluminio (proteccion contra la luz) y pelicula de poliestireno (proteccion contra la humedad), lo
cual aumenta la vida util del P,Os.

Durante el trabajo, se estudiaran los de efectos del almacenaje a —80°C, considerandose
como dia 1 el momento en que el suero terminé de ser Liofilizado y se colocd a —80°C. A fin de
tener resultados comparables al analizar los cambios entre diferentes tiempos de almacenamiento
a -80°C y partiendo de la suposicion que el suero liofilizado almacenado en P;Os a Togp. s
deteriora mucho méas rapido que a -80°C, se adopté 1a conducta de no utilizar muestra que haya
estado a temperatura ambiente por mas de 7 dias. Esta conducta no fue seguida Unicamente para
los ensayos en lo que se estudié la variacion en la T, (temperatura de transicion vitrea) con la
deshidratacién extra obtenida con el empleo de P,Os como desecante el cual es capaz de retirar
agua no ehminada en el proceso de liofilizacién. En estos ensayos el almacenamiento en P-Os a
Tamb s prolongé por mas de 30 dias.

2.2.4 Tratamiento térmico del suero de soja liofilizado

El liofilizado de suero de soja fue sometido a tratamientos térmicos (rampa de
calentamiento de 5°C/min.) hasta las siguientes temperaturas 90, 120, 130, 140, 150, 180 y 210°C
siguiendo ¢l procedimiento descripto en 2.7.3.
2.3 Obtenci6én de las proteinas de suero de soja
2.3.1 Por precipitacién con (NH,):SO, al 90%

Se precipito 1 litro de suero de soja usando (NH,4):S0O,4 (marca Anedra, PM=132,14 g/mol)
en concentracton del 90% segin ¢l procedimiento de Iwabuchi y Yamauchi (1987). Estos autores

hallaron que bajo éstas condiciones las proteinas de suero de soja eran precipitadas en forma
efectiva. Partiendo de la base que 100% de saturacién con (NH,),SO4 equivale a agregar 70,6 g de la
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sal a 100 ml de la solucion a precipitar, en el ensayo se usé 6354 g de 1a sal agregados en forma
progresiva en un periodo de 30 min. a 1000 ml de suero de soja en condiciones de agitacion. Se dejé
luego la solucién a temperatura ambiente por 2 hs. para favorecer la precipitacion de las proteinas de
suero; la separacion se realizd mediante centrifugacion (10.000 rpm, 20 min. a 4°C).

Posteriormente las proteinas fueron desaladas colocando los precipitados dentro de una
membrana de didlisis (Sigma) WT 12000, previamente hidratada con agua destilada. La dialisis
se realizd contra agua destilada con 0,02% de azida sédica, empleando un recipiente plastico de 4
1, a 4°C, usando agitacién magnética, durante fres dias. Los cambios del agua de didhisis se
hicieron cada 8 hs aproximadamente enjuagindose en cada caso con agua destilada las paredes
del recipiente y la bolsa de dialisis a fin de eliminar los restos de sales. Finahizado el proceso, se
abri6 la membrana para extraer las proteinas de suero de soja libre de sales, arrastrandose con
agua destilada la proteina pegada a la membrana; este producto fue congelado y se siguié el
protocolo para su posterior liofilizacion (item 2.2.1).

2.3.2 Por precipitacién con acetona al 50%

Los lineamientos y cuidados tenidos en esta precipitacion incluyen partir de un suero con
una concentracion de proteinas comprendida entre 5-50 mg/ml, realizar un enfriamiento previo al
ensayo tanto del suero de soja como de la acetona a 0°C, trabajarse en todo momento en
condiciones que permitan la eliminacion del calor generado, ya que la adicién del solvente
organico con el correspondiente cambio en la constante dielécirica es un fendémeno exotérmico y
por lo tanto con posible accion desnaturalizante. La concentracion de acetona empleada debe ser
< 50% v/v y ¢l agregado debe completarse en un lapso de 10-15 min, homogeneizando con
cuidado la solucién conteniendo las proteinas evitando en todo momento la formacién de espuma
e interfases que pudieran desnaturalizar las proteinas. El agregado de acetona se realiza
agregando la misma por goteo sobre la soluciéon conteniendo las proteinas buscadas. Siguiendo
este protocolo no es necesario hacer una espera de toda la noche, ya que este proceso no conduce
a una precipitacion adicional en las proteinas buscadas. Sin embargo, el sobrenadante obtenido se
conservé para ver los efectos del almacenamiento a 4°C. Se realizo un “ensayo previo” con 10
ml de suero de soja con el fin de estimar la cantidad de proteinas que se obtendrian luego al partir
de 1 1 de suero. El agregado de la acetona se realizé con pipeta automadtica y trabajando en bafio
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agua-hielo separindose el precipitado por centrifugacién a 10.000 rpm por 15 min a 4°C,
conservando el sobrenadante para ver los efectos de almacenamiento sobre este y liofilizindose el
precipitado.

Para la precipitacion de las proteinas contenidas en 1 litro de suero de soja se enfriaron 1,2
litros de acetona p.a. (ACS Baker) a temperatura de -20°C, mientras que el resto del material
empleado en la precipitacion, incluyendo una ampolla de decantacién de 200 ml (desde donde se
dejé gotear la acetona), se lo dey¢ en la camara de 4°C por espacio de 24 hs. La precipitacion se
realiz6 dentro de la cAmara de 4°C en fracciones de 160 ml de suero de soja en vaso de 500 ml en
condiciones de agitacion magnética, dejando gotear igual volumen de acetona desde la ampolla
de decantacién previamente ajustada de modo de completar el agregado en 15 min. Completado
el proceso, la mezcla se pasé directamente a tubos de centrifuga de 500 ml de capacidad, los que
se dejaron en la misma camara hasta completar todas las fracciones. Al término de esto se los
dejé por espacio de 60 min. adicionales en la camara de 4°C para dar lugar a una mejor
separacion.

La centrifugacién se hizo en las condiciones mencionadas en el “ensayo previo”, haciendo
funcionar previamente la centrifuga a 4°C con el rotor a 500 rpm pero sin las muestras para
minimizar los problemas de desnaturalizacion térmica. Finalizada la centrifugacién, los
sobrenadantes fueron inmediatamente separados de los precipitados para evitar su redisolucién y
almacenados a 4°C en botellas plasticas para evaluar el efecto del almacenamiento. Los tubos
conteniendo los precipitados fueron dejados en heladera y sacados de a uno por vez, a fin de
obtener Jos precipitados, empleando mezcla suero-acetona para lograr el arrastre; los precipitados
fueron congelados y liofilizados.

Luego de 11 dias de almacenamiento del sobrenadante, se observé la aparicién de una
opalescencia, por lo que se volvié a centrifugar, todo ¢l volumen (casi 2 litros de mezcla suero-
acetona), pero usando solo dos tubos de centrifuga de 500 ml. Finalizada esta operacion se
separaron los precitados como se describid anteriormente y se siguieron los pasos para su
posterior liofilizacion. Esta nueva fraccion se la conservé por separado en tubo Eppendorf a -
80°C, por presentar un aspecto diferente al obtenido primaniamente.

2.4 Determinacién del porcentaje de proteinas
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2.4.1 Método de Kjeldahl

Este método que data de 1883, se basa en medida del nitrogeno total presente en una muestra,
por lo que también mide el proveniente de ofras fuentes como 4cido nucleicos. El factor de
conversion usado fue 6,25 a falta de mayor informacion.

Este método fue aplicado en dos formas: “tradicional” y usando un equipo BUCHLI. En el
primer procedimiento se colocd la muestra, el acido, el catalizador y las sales en balones
Kjeldahl, haciendo la digestion calentando con mechero bajo campana, diluyendo con agua,
alcalinizando con NaOH al 40% y destilando el NH; formado recogiendo sobre H,BO, al 4% v/v
y valorando con dcido por retorno. En este caso las masas usadas de suero de soja liofilizado
estuvieron comprendidas entre 0,1-0,4 g correspondientes a porcentajes de proteinas entre el 10 al
40% p/p. Usando el Digestor BUCHI 425 y la unidad destiladora BUCHI 320 que realizan este
proceso en forma semiautomatica, se usaron cantidades de suero de soja del ordende 0,2 g y 5 ml
para el suero liofilizado y no liofilizado respectivamente. En el ler caso se recogié sobre 40 ml
de H3BO; al 4% v/v con 15gotas de indicador de Mortimer, en tanto que en el 2% se lo hizo sobre
60 ml de HC1 0,0128 N con 400 pl del indicador. Todos los ensayos fueron hechos al menos por
duplicado y se realizaron 3 blancos de reactivos.

2.4.2. Método de Lowry

Este método consta de dos etapas: en la primera, los iones Cu’*, en medio alcalino, se unen a
las proteinas formando complejos con los Atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos dando un
color azul claro. Ademés se produce el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina,
exponiéndose los residuos de tirosina que participar en la segunda etapa de la reaccién. En la
segunda etapa, el cobre cataliza de la reduccion del reactivo de Folin-Ciocaltean, por parte de los
grupos fenblicos de los residuos de tirosina.. El principal constituyente del reactivo de
Folin-Ciocalteau es el écido fosfomolibdotiungstico, de color amanllo, que al ser reducido por los
fenoles da lugar a un complejo de color azul intenso.

Fue utilizado para la determinacion de proteina real; para ello se realiz6 la precipitacion con
acido tricloroacético (TCA) de las proteinas de suero de soja como paso previo a la
determinacién de proteinas por el método de Lowry. Debido a que el liofilizado contiene en su
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composicién hidratos de carbono, algunos de ellos reductores, los que pueden ocasionar
interferencia en la determinacién de proteinas, es necesario la eliminacién de los mismos.
Ademas es necesario la cuantificacién de la acidez incorporada junto con el TCA que permanece
con el precipitado luego de su precipitacion y posterior centrifugacién, debido a que los
resultados obtenidos por este método son muy dependientes del pH y la reaccién debe realizarse
en condiciones precisas de pH.

Para determinar esto ultimo se hicieron dos ensayos previos; pesindose masas casi
idénticas de suero de soja liofilizado, disolviéndolo en agua destilada (dilucién 1:10) y
agregandose una cantidad de TCA al 40% p/v necesaria para tener una concentracion del 12% p/v
en ¢l volumen final a fin de precipitar las proteinas presentes. En el primero de estos ensayos se
valoré con NaOH 0,IN usando fenoftaleina como mdicador de modo de valorar todo el acido
presente, ya sea que esta provenga del TCA agregado o esté presente en el liofilizado de suero de
soja. En el segundo ensayo se repite €l mismo proceso separdndose las proteinas precipitadas por
centrifugacién (15 min, 10.000 rpm, 20°C) y valorando el 4cido que queda en el sobrenadante; la
diferencia permite conocer la cantidad de icido que queda retenido en el precipitado y por ende la
cantidad de base a agregar para disolver el precipitado y alcanzar las condiciones requeridas por
el método. La masa de liofilizado de suero de soja finalmente usada en la precipitacién surge de
considerar que a la muestra se le precipitaran las proteinas con TCA al 12% para su medida por
Lowry y que su sobrenadante sera usado para determinar ghicidos por los métodos de Dubois y
Antrona,

La precipitacién de las proteinas se realizé como se describi6 obteniéndose un sobrenadante
(sobrenadante 1) y un precipitado al que se practicaron sucesivos lavados con solucién acuosa de
TCA al 12% p/p, para eliminar restos de azicares separando por centrifugacion cada vez
(condiciones vistas) Estos sobrenadantes de lavado generados en cada operacion se rexinen con el
sobrenadante 1, se les midié el volumen y fueron usados para las medidas de glicidos por
métodos de Dubois y Antrona. La precipitacion fue realizada varias veces, aumentandose la
cantidad de lavados con TCA al 12% realizados para investigar su efecto sobre la reaccion de
Lowry, y 2 cada uno de los precipitados se les midié proteinas al menos por duplicado.

2.4.3, Método de Bradford
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Este método se basa en el cambio diferencial de color de un colorante en respuesta a la
concentracion de proteinas. El colorante utilizado es el azul brillante Coomassie G250 en
solucién écida, y tiene un méximo de absorbancia a 465 nm, este maximo cambia a 595 nm
cuando se une a la proteina. Para la preparacién del colorante se utilizé la siguiente proporcion de
reactivos: 25 mg Coomassie Brilliant Blue G: 25 ml. H;PO, al 85%: 12,5 ml. Etanol al 95%; el
reactivo obtenido fue filtrado para que la absorbancia a 590 nm esté por debajo de¢ 04; la
reaccion requieren de NaOH 1M en proporcion de 50 wl por cada 1000 pl de reactivo de
Bradford. La sensibilidad del método 0,2-20 pg de proteina en tubo de reacciéon. En todos los
casos se mezclé 20 pl de muestra a medir con 1ml de reactivo, se mezcld, esperd 5 min. y se leyéd
a 590 nm. Al igual que el método de Lowry es necesario la comparacion con patrones, de manera
que debe construirse una recta de calibracion en simultidneo empleando albumina bobina (Sigma)

2.5 Determinacion de hidratos de carbono

2.5.1. Método de Antrona

La reaccion entre el reactivo de Antrona (9,10 dihidro-9-oxoantraceno) con los glicidos
presentes en medio fuertemente icido dado por el H,SO4, produce un complejo coloreado que se
mide a 620 nm, siendo la sensibilidad del método de 50-300 pg/ml.

Por ser una reaccion de condensacion las condiciones de calentamiento y enfriamiento deben
estar muy bien estandarizadas. Deben procesarse los tubos con las muestras y los de la recta de
calibracién en forma simultineamente de modo que tengan el mismo tratamiento ténmico, y hacer
una recta de calibracion con un estindar, en este caso se usé glucosa (Sigma). Entre las precauciones
hay que considerar que como la mayoria de los carbohidratos reaccionan en alguna medida en las
condiciones descriptas, es indispensable tener cuidado con las contaminaciones, particularmente con
cehilosa o fibras (papel, cariling), es necesario trabajar con reactivos de alta calidad y en ocasiones
recristalizar 1a antrona para tener blancos aceptables. Un esquema de las reacciones se muestra en la
Figura 13.
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Figura 13: Secuencia de reacciones en ¢l Método de Antrona; en la primera parte el H,SO,
hidroliza a mon6meros los oligosacaridos de mayor tamailio, los cuales generan HMF (hidroxi
metil furfural) por deshidratacién. Este Gltimo reacciona con ¢l reactivo de antrona para dar una
serie de compuestos coloreados. Se han identificaron al menos 9 compuestos de los derivados
coloreados de la reaccion de la antrona con los derivados furdnicos provenientes de la oxidacion
de la glucosa, dos de ellos han sido aislados (Hoermann y Siddiqui, 1968) y caracterizados,
proponiéndose al compuesto B como el mayor contribuyente al color de la reaccién de la antrona

con las hexosas.
2.5.2. Método de Dubois

Este método determina azicares simples, oligosacaridos y polisacdridos, asi como sus
derivados incluidos los metil-eter con grupos reducibles libres o potencialmente reducibles dando
una coloraciéon amarillo-anaranjada cuando se los trata con fenol y HSO4 concentrado. El rango de
linealidad abarca de 10 a 70 pg/ml.. Las absorbancias de las pentosas y hexosas tienen diferentes
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maximos que, aunque cercanos, puede diferenciarse; hallindose ¢l maximo de absorbancia de las
pentosas en 480 nm., en tanto que el de las hexosas lo hace a 490 nm.

Variantes del método

Para determinar las condiciones que finalmente fueron usadas tanto en la curva de
calibracién como en las medidas realizadas; se analizaron previamente diferentes condiciones y
metodologias.

* Tratamiento térmico de los tubos

En !a publicacién original (Dubois y col., 1956) las condiciones de incubacioén empleadas
para el desarrollo del color eran 10 min. a temperatura ambiente, seguido de 20 min. en baiio
termostatico a 30°C, sin embargo modificaciones posteriores indican que un calentamiento a
Baflo Maria aumenta la sensibilidad por un mayor desarrollo de! color. Para determinar las
condiciones que optimizaban la sensibilidad, se prepararon con glucosa patron diluciones
comprendidas dentro del limite de linealidad y se realizé la colorimetria variando solamente el
tratamiento térmico aplicado a los tubos de reaccion, tratando algunos segun las condiciones
publicadas en 1956 y sometiendo a otros a diferentes tiempos de calentamiento a Bafio Maria a
100°C registrandose luego las DO a 480 y 490 nm. Todas las diluciones se realizaron al menos
por duplicado y se tomaron 3 lecturas de cada una para minimizar errores, los resultados pueden
verse en 1a Tabla 10,

Los resultados indican que el tratamiento térmico de los tubos no mejora significativamente
la sensibilidad de la reaccion logrando mayor color; de hecho segim el tiempo de calentamiento
considerado puede inclusive disminuir la intensidad lograda con relacién a las obtenidas usando
condiciones similares a las publicadas en 1956. Por ¢jemplo, para [aziicar]=20 pg/ml. la DO (480
nm.) promedio obtenida en condiciones similares al trabajo de 1956 fue de 0,2177 mientras que si
caliento a Baito Maria por 15 min. se obtiene 0,2124; en idénticas condiciones pero a 490 nm los
valores obtenidos son 0,2347 y 0,2322, respectivamente. Ademas el tratamiento térmico adicional
aplicado a los tubos tiende a aumentar la dispersién de los resultados obtemidos a partir de
soluciones preparadas de mamera que tengan idéntica concentracidn; este incremento en la
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incerteza y consecuentemente la baja reproducibilidad de los resultados, en particular a bajas
concentraciones, motivé el uso de condiciones muy cercanas a las publicadas en 1956, proceso
que aunque es mas lento y requiere de uso de un bafio termostitico entrega resultados més
confiables y reproducibles.

Tabla 10. Ensayos de Dubois en los que se ensayan diferentes tiempos de calentamiento a
Baifio Maria y se¢ miden en las dos A en que se determinan hexosas y pentosas empleando dos
concentraciones de glucosa ubicadas en los limites del método. DS: Desviacién estandar
porcentual; BM: Bafio Maria a 100°C.

- [glucosa]
Tratamicnto 20 pg/ml : | 70 pg/ml.
" Térmico
-. DO480 | DS’ DO4% DS DO480 DS DO4% = DS
nm. % nm. % nm. % am. %
Condiciones 02241 064 02398(*) 051 07983 139 08767(*) 1,61
Dubeisy col. 02113 02297 (*) 08262 0,9090 (*)
- (9se)
BM;2Smin 02701 2,52 02885 2383 07908 048 08642 046
0,2197 0,2319 0,8004 0,8733
BM;Smin, 02335 131 02521 138 07696 148 08406 = 0,18
0,2073 0,2244 0,792 0,841
BM; 1Smin. 02254 130 02473 151 08123 208 08867 = 251 |
' 0,1994 : 0,2172 0,7706 0,8365
L : . . . =
* Estabilidad del color

Para verificar la afimacioén “el color producido es permanente y es inmecesario prestar
especial atencién al control de las condiciones o el tiempo em que son medidas en
espectrofotometro” (Dubois y col., 1956) se conservaron a 4°Clos tubos tapados conteniendo las
soluciones de glucosa patrén (destacadas con “*” en la Tabla 10) junto con los blancos de
reactivos durante 11 dias repitiendo las medidas para ver las diferencias; los datos de estas
medidas se hallan resumidas en Tabla 11. El analisis de los datos permite determinar que si bien
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es cierto que hay una intensificacion debido al almacenamiento, el color realmente es estable una
vez desarrollado y no es necesario medirlo en forma inmediata; la mayor variacion corresponde a
la concentracién mas alta y la variacion en la concentracién corresponde a un incremento del
orden del 1% por cada dia de almacenaje en las condiciones mencionadas, suponiendo linealidad
del incremento del color, demostrando 1a robustez del método a las vaniaciones experimentales
cotidianas, pudiendo en principio hacer las colorimetrias en un dado momento y realizar las
medidas con posterioridad.

Reactivos y metodologia seguida:

Colocar en un tubo de ensayo las cantidades y en el orden que se indican:

4800 pl de azicar de concentracion a medir.

4400 pl de Solucién de Fenol al 5% p/v, agitar para permitir el correcto mezclado.

¢2 ml de H,SO4 concentrado (densidad 1.84 g/ml), usar siempre la misma pipeta de simple
aforo.

Tabla 11. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el color desarrollado en reacciones
de Dubois. A 1-11 %: diferencia porcentual entre las concentraciones resultantes a un dia y a 11
dias de desarrollo de color.

I " [glucosa)=20 pg/ml [glucosa]= 70 ug/ml
Dia 1 Dia 11 Al-11 Dial Dia 11 Al-11
DO | [azicar] © DO 7 [azicar] & DO | [azicar] DO [azicar] 7
490 nm calculada 490nm calculada - 490 nm calculads 4990nm calculads

02297 20,19 02445 21,37 5,84 0,8’767. 71,71 © 09836 80,22 11,87
02398 = 21,00 02576 2242 6,76 09090 7428 . 1,0255 83,55 12,48

La reaccion es exotérmica y es critica para los resultados la velocidad y la forma en que
debe agregarse el H,SO,. El dcido se agregéd directamente sobre la superficie del liquido (no por
las paredes) en unos 10 segundos de manera de lograr un rapido contacto del 4cido, logrando una
considerable elevacién de la temperatura de la mezcla de reaccién, lo que determina en gran
medida la sensibilidad lograda. Al igual que con el método de Antrona se debe evitar toda
contaminacion, siendo las mas comunes las provenientes de fibras de papel ya que las mismas
dan interferencias. Se emplearon tubos de 14 mm de diametro interno ya que permiten un rapido
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mezclado evitando una répida disipacion del calor (lo que aumenta la sensibilidad) y son los que
mds se aproximan a los 16-20 mm usado en la publicacion original. Finalizado el agregado del
acido se incubé 10 minutos a temperatura ambiente, y luego 20 min. en bafio termostético (30°C).
Para minimizar errores todas las medidas se preparan al menos por duplicado y cada una se las
mide 3 veces en espectrofotdmetro, en tanto para la curva de calibracién cada dilucién fue hecha
por triplicado, midiéndose cada una 3 veces para tener 9 valores experimentales por punto.

Curva de calibracién

Tabla 12: Curva de calibracion para ¢l método de Dubois realizada con soluciones de
glucosa y xilosa patrén. Los valores de DO ) corresponden a la densidad éptica promedio
obtenida de los 9 valores experimentales (se preparan 3 diluciones para cada punto y se toman 3
lecturas por dilucién para minimizar errores), asi mismo los D5% comresponden a los desvios
estandar porcentuales obtenidos entre los 9 valores.

|glucosa| pg/mic: DO # (490 nm.j DS%:- - {xilosa|pg/mb.-- DO gz 8 480 nm g DS%-

10 0,1219 09 10 0,2492 0,5
20 0,2193 5.1 20 0.4641 2,1
30 0,3534 0,9 30 0,7188 1,7
40 04554 0,2 40 09112 1,1
50 0,6098 08 50 1,1271 09
60 0,7463 38 60 1,2619 1,1
70 0,8547 32 70 1.5317 2,1

-]
==

Para Ia construccién de las rectas de calibracién se emplearon monosacanidos calidad
HPLC; se utilizé glucosa (representante de las hexosas) y xilosa (representante de las pentosas,
las cuales se encuentran en los productos derivados de las leguminosas), los datos de las rectas de
calibracion se hallan contenidos en la Tabla 12. A partir de los datos las rectas fueron calculados
por regresion de minimos cuadrados, resultando las ecuaciones siguientes:
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DO 2490 nm = 0,0125 * glu pg/ml —0,0211  r=0,998
DO 2480 nm = 0,0207 * xil pg/ml+0,0640  r=0,998

Este método fue usado para medir glicidos en el sobrenadante resultante de la precipitacion
de las proteinas con TCA al 12% en muestras de suero de soja liofilizado disuelto en agua
destilada y directamente en suero de soja no liofilizado.

2.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las electroforesis que se presentan en este trabajo se llevaron a cabo en mini placas con el
equipo BioRad, modelo Mini Protean II.

2.6.1 Reactivos utilizados:

Buffer de cornda: Tris (Hidroximetil aminometano)-HCE (Tris-HCI) 0,025M, glicina
0,192M (pH 8,3 con o sin dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,1% p/v.

Buffer de gel separador; Tris-HCI 0,375M (pH 8,8), TEMED 0,1% (p/v) con o sin SDS
0,1% (p/v).

Buffer de gel apilador: Tris-HC10,125M (pH 6,8) con o sin SDS al 0,1% p/v.

Buffer de muestra para electroforesis disociante: Tris-HC1 0,125M (pH 6.8), glicerol 20%

Se utilizaron geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y el sistema
de buffer de Laemmli (1970), que s¢ encuentran listados en el item anterior.

Los geles preparados fueron de 1 mm de espesor, y un tamaiio aproximado de 8 X 8 cm, de
10 calles en una concentracién del 12% (p/v) de la solucién de acrilamida-bisacrilamida,
usandose TEMED al 0,1% (v/v) y persulfato de amonio al 10% en una proporcion del
0,36%(v/v). Las electroforesis se realizaron a voltaje constante (220 V) y una intensidad de
corriente de 30 mili amperes por cada placa, por un periodo de unos 40 minutos. Se usé en todos
los casos un gel apilador al 5% (p/v) de la solucién de acrilamida-bisacrilamida.
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Las muestras fueron preparadas de manera tal que contengan de 20-40 pg de proteina en el
volumen de siembra recomendado para los geles preparados (10 calles; 1 mm de espesor) el cual
es <15 pl/calle. Dicha cantidad estd de acuerdo tanto con los lincamientos dados para
electroforesis realizados en mini-geles empleando el método de Laemmli (1970) en los cuales la
correcta identificacién de las bandas requiere de 1 pg de proteina por cada banda aislada cuando
se colorea con Coomassie Blue R-250 (Abelson y Melvin, 1990} y a las cantidades previamente
empleadas en otros ensayos similares (Sorgentini-Wagner, 1999).

2.6.2 Preparacién de las muestras

Las muestras analizadas fueron de liofilizado de suerc de soja previamente tratado
térmicamente (rampa de calentamiento de 5°C/min.) hasta las siguiente temperaturas 90, 120,
130, 140, 150 y 180°C y suero liofilizado sin tratamiento térmico alguno. Asi como las proteinas
obtenidas por precipitacién con acetona en frio desde soluciones acuosas de suero de soja
liofilizado tratado térmicamente en las condiciones recién mencionadas y sin tratamiento térmico.

Las mismas se las disolvia en buffer de muestra el que podia contener 2-ME 5% v/v
{condiciones reductoras), o no tenerlo; calentadas durante (10 min., 100°C en Bafio Maria) y
posteriormente centrifugadas (10.000 RPM, 10 min. Tom.), S¢ sembraron de 5 a 15 i de los
sobrenadantes. La cantidad de proteina sembrada dependi6 de la coloracién usada; entre 20 y 40
ng de proteina por calle en el caso de colorear con Coomasie R, mientras que cuando se usé la
tincién para glicoproteinas, las cantidades sembradas fueron mas altas. El método de coloracién
empleado para detectar glicoproteinas fue el método de PAS (periodic acid-Schiff), empleando un
kit comercial Glycoprotein Detection.Sigma, ¢l cual contiene los reactivos de oxidacion,
reduccion, reactivo de Schiff y un control peroxidasa positivo Para el cdlculo de los pesos
moleculares que se informan en este trabajo se utilizaron proteinas patrén de masa molecular
provistas por Pharmacia, el cual se compone de una seric de proteinas de peso molecular
conocido; para este trabajo se usaron los patrones de proteinas de baja masa molecular LMW
(Low Molecular Weight) que contiene: Fosforilasa b (94 kDa); Albimina Bobina (67,0 kDa);
Ovoalbiimina (43,0 kDa); Anhidrasa Carbonica (30,0 kDa); Inhibidor de 1a Tripsina de soja (20,1
kDa) y a-lactoalbumina (14,4 kDa). Los pesos moleculares informados comresponden al calculo
de al menos 2 geles.
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2.6.3 Coloracién de los geles

La mayor parte de los geles fueron tefiidos con Coomasie R 250 al 0,2% p/v en una mezcla
etanol: agua: Acido acético en relacion de volimenes (4: 4: 1,6) durante 12 hs, empleando bandeja
agitadora para procurar un color parejo y minimizar la sedimentacién del colorante. La
decoloracion se realiz6 con mezcla agua: etanol: écido acético con la siguiente relacién de
volumenes (6,5: 2,5: 1). Completada la decoloracion los geles se guardaron en agua ligeramente
acidulada con 4cido acético.

Los geles fueron fotografiados y almacenado en formato TIFF no comprimido con una
resolucion de 640X480 pixeles, ajustandose luego las imdgenes a un tamafio y resolucién
adecuada usando el programa Corel Photo-Paint 8, ¢l que también se usé para hacer ajustes de
brillo, contraste, efectos de perfilado (sharpening), suavizado (smoothing) y remocién de efectos
de fondo (background) y analizadas usando el software especial (Scion Image, 1998;
URL http://www scioncorp.com) para la medida automitica de la intensidad de las bandas
proteicas en el gel.

Este tipo de programas permite medir variaciones monodimensionales en alguna seiial
especifica como las bandas proteicas presentes en los geles de electroforesis, donde la imagen
consiste en una serie de lineas cuyas posiciones y densidades son de interés. Estas densidades son
convertidas a partir del brillo de los pixeles en grificos de intensidades relativas ¢n funcién de
pixeles para cada banda dentro de un gel. Estas graficas obtenidas son procesadas luego usando el
programa Origin 6.0 Professional, con el que se convierte la escala de pixeles a mm recorridos;
el procedimiento requiere de la presencia de estindares o patrones dentro de cada gel, lo que se
usa para establecer una correlacién entre la distancia migrada por cada banda y el peso molecular.
Con este programa también es posible medir ¢l drea total y si la resolucion lo permite estimar los
porcentajes presentes de cada fraccion.

2.7 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica en la cual se mide la diferencia en la
energia suministrada a una sustancia y un material de referencia, en funcién de la temperatura
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mientras ambos son sometidos a un programa controlado de temperatura; permite conocer las
temperaturas a las cuales ocurren los procesos quimicos o fisicos que sufre la muestra en estudio
y el calor o la entalpia que se pone en juego en estos procesos. Se utilizé un calorimetro
diferencial de barrido: Polymer Laboratories (Rheometrics Scientific), y los datos fueron
analizados mediante el software Rheometric Scientific Plus V versién 5.41. Los ensayos DSC se
efectuaron con dos objetivos, por un lado analizar el comportamiento térmico del suero de soja y
sus proteinas aisladas, y por otro realizar tratamientos térmicos sobre el suero liofilizado para ser
utilizado en otros ensayos.

2.7.1 Calibracién

La calibracion de la temperatura, asi como el flujo de calor en el equipo fue Hevada a cabo
de acuerdo a la norma ASTM E968-83 (1984) en las que se registra las endotermas de fusién de
un matenal de alta pureza (>99,9%) utilizado como patrén, del que se conoce su calor de fusién.
Puede integrarse el pico obtenido en el tiempo, obteniéndose un 4drea que es proporcional a la
entalpia de fusién, del material de referencia, que se comoce, por tanto a partic de la curva
obtenida con este patrén se calcula el coeficiente de calibracién de la celda con la que se puede
determinar la entalpia de transicién de una muestra desconocida. Para poder determinar las
temperaturas a las que ocurren las transiciones de la muestra es necesario calibrar la escala de
temperaturas también usando la fusion de una substancia de alta pureza (ASTM E967-83),
utilizandose indio, 4cido laurico y 4cido estearico como patrones.

En este equipo la celda posee un disco de constantan que cumple una doble funcién: Sus
dos zonas elevadas forman el receptiaculo doble donde se apoyan las cipsulas que contienen la
muestra y 1a referencia y ademas es uno de los elementos de la unién termoeléctrica para medir la
temperatura.

El calor se transfiere desde el disco hasta la muestra a través de la cépsula. El flujo
diferencial de calor es monitoreado por una termocupla de cromel-alumel a través de alambre
unidos a la parte inferior de las dos zonas elevadas del disco de constantan de 1a celda que alli se
encuentra recubierto por una delgada capa de cromel. Es una condicién necesaria que la
referencia sea de un material inerte para que en las condiciones de comidas no sufra mingin
proceso de intercambio de calor
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2.7.2 Condiciones usadas en el trabajo y muesiras analizadas por DSC

Los termogramas mostrados en este¢ trabajo se realizaron a una wvelocidad de 5 °C/min,
debido a que de esta manera se consigue una mejor resolucién de las transiciones que a 10°C/min
(velocidad mds wsualmente empleada); las referencias usadas fueron una cépsula vacia formada
por la unién de una base con una tapa (0,06183 g) para el caso de muestras anhidras y una
formada por 2 bases y 2 tapas (0,11323 g) para el caso de muestras en dispersiones al 30% en
agua. Las muestra colocadas en las cdpsulas fueron las siguientes:

-Liofilizado de suero de soja, almacenado en condiciones diferentes.

-Liofilizado de suero de soja, dispersado al 30% p/p en agua.

-Liofilizado de swero de soja, dispersado al 30% p/p en agua previamente tratado
térmicamente.

-Proteinas precipitadas con acetona en frio desde soluciones de liofilizado de suero de soja

con y sin tratamiento térmico.

Para las medidas en DSC, se emplearon cépsulas herméticas de aluminio provistas por 74
intruments, las capsulas vacias eran debidamente pesadas e identificadas. En el caso de analizar
el suero licfilizado, este se agregaba con ayuda de un pequefio embudo con soporte el cual puede
verse en la Figura 14.
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Figura 14: Embudo empleado para introducir el svero liofilizado en las capsulas de DSC, el
mismo tiene la ventaja de contar con una boquilla de salida de didmetro similar a la base de la
cépsula, lo que permite ubicar la muestra en dicho lugar, reduciéndose de esta forma los problemas
de sellado, agilizando la carga de las muestras y minimizando los problemas de hidratacién.

Hecho esto, las capsulas eran dejadas un minimo de 3 dias en P,Os cargadas con la muestra
pero abiertas con el fin de eliminar posibles restos de humedad incorporada durante el llenado de
las capsulas. Finalizado este lapso todas las capsulas a ser medidas eran sacadas, selladas y
pesadas.

2.7.3 Tratamiento térmico del Liofilizado de suero de soja

Los tratamientos térmicos del suero de soja liofilizado fueron realizados en cépsulas
comerciales selladas herméticamente (220 mg/capsula) empleando el calorimetro mencionado en
2.7 y las condiciones detalladas en 2.7.2 hasta distintas temperaturas finales (90-210°C); estas
muestras fueron utilizados para los siguientes ensayos:

o Anilisis por microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM).

Preparacién de dispersiones al 30% p/p en agua, para su analisis por DSC.
Determinacion de actividad antitriptica por el método de Gonzalez y Carrillo (1987).
Estudio de los espectros UV-Visible.

Estudios de los glicidos presentes por TLC.

Finalizado el calentamiento la capsula conteniendo la muestra era retirada del calorimetro y
enfriada (hielo, 30 min.); posteriormente el liofilizado era recuperado abriendo la cépsula sobre
una caja de petri, utilizando guantes para evitar problemas de contaminacién y cortando la misma
con pinzas y alicates de acero inoxidable. El porcentaje de recuperacién obtenido de suero
liofilizado calentado dependi6 de tratamiento térmico aplicado; con relacion a las precauciones
tendientes a evitar la hidratacion se siguieron los pasos detallados en el apartado 2.2.3.
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2.7.4 Aislamiento de las proteinas desde suero de soja liofilizado tratado térmicamente

La precipitacion se realizé siguiendo los procedimientos detallados en 2.3.2, a partir de una
solucién acuosa de liofilizado calentado (relacion agua destilada: liofilizado calentado 10: 1)
empleando una relacién acetona: solucion acuosa 1: 1. Para ello se realizaron los tratamientos
térmicos necesario para obtener 150 mg de liofilizado calentado a cada temperatura, el cual fue
molido e hidratado en agua a 4°C durante 24 hs, antes de centrifugar (10.000 rpm, 15 min, 4°C).
A partir de estas soluciones clarificadas se realiz6 la precipitacion de las proteinas empleando
acetona a 0°C, las cuales fueron liofilizadas. Se determind la masa recuperada de proteina
liofilizada para cada temperatura. El grado de glicosilacién fue calculado determinado la proteina
soluble por Lowry y la cantidad de HC por Dubois.

2.7.8 Determinacion del grado de glicosilaciéon de las proteinas aisladas desde suere de soja
liofilizado tratado térmicamente

El grado de glicosilacion de las proteinas aisladas desde suero liofihizado con y sin
tratamiento térmico fue determinado sobre soluciones acuosas (10 mg/ml) de las proteinas
liofilizadas, determinando el contenido de HC totales y proteina empleando los métodos de
Dubois y Lowry respectivamente. Estos ensayos se realizaron sobre las soluciones enteras y
centrifugadas (10.000 rpm, 15 min)

2.8 Determinacion de cenizas

Se realizé al menos por duplicado la calcinacion de una capsula de porcelana (700°C, 30
min,) para asegurar la eliminacién de residuos. Evitando su hidratacién se pesé el suero
liofilizado (masas comprendidas entre 1.2 y 1.4 g) y se comenz6 la calcinacion bajo campana 1°°
usando mechero en tridngulo de pipas hasta residuo carbonoso y luego en homo eléctrico
computarizado modelo 331 (marca INDEF), el que se programé con una rampa de calentamiento
hasta 550°C en 30 min; luego una estadia por 90 min. a 550°C para evitar la perdida de haluros en
especial los cloruros, luego de esto se dejo enfriar y se peso nuevamente. En todos los casos no se
llegé en una 1¥* etapa a cenizas totalmente blancas, por lo que fue necesario agregar unas gotas
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de agua bidestilada, y repetir la operacion de calcinacién hasta obtener cenizas totalmente
blancas.

2.9 Microscopia electrémica de barrido ambiental

Se realiz6 en el CITEFA (Centro de Investigaciones Cientificas y Técnicas de las Fuerzas
Armadas), el que cuenta con un microscopio ELECTROSCAN 2010 enviromental Scanning
Electron Microscope-ESEM. Este se caracteriza y diferencia de otros microscopios electrénicos
en que su camara trabaja a un rango de 0-20 Torr., y dentro de la cAmara hay vapor de agua y
condiciones que permiten variaciones de presion, temperatura y humedad para la observacién de
muestras no conductivas, las que no requieren de preparacion previa.

Las muestras observadas fueron liofilizado de suero de soja calentado en capsula de DSC a
diferentes temperaturas, mismas que fueron enfriadas en hielo por 30 minutos luego del ensayo,
secadas, abiertas y colocadas en desecante; transcurrido un lapso de 6 dias se tomo una alicuota y
se las observo con el equipo mencionado, la observacion fue repetida 29 dias después, lo que nos
da un tiempo de almacenaje de 35 dias para la 2 observacion.

2.10 Cromatografia en capa fina de azicares (TLC)

Para una estimacion del tipo de a=micares presentes se realizé una TLC (Thin-Layer
Chromatography) usando placas cuadradas de silica gel de 20 cm de lado (Sigma) con soporte de
aluminio, una placa fue cortada a la mitad para poder aprovechar toda la longitud de la misma
maximizando la resolucién y ademas poder hacer 2 siembras de la muestra con diferentes
azicares para realizar comparaciones, la placa fue activada por 60 min. a una temperatura de
105°C en estufa.

Se prepararon soluciones al 0,5 % (p/v) usando azicares patrones provenientes de un kitt de
HPLC quedando representados los monosacaridos de 5 carbonos por la xilosa y arabinosa, en
tanto que para los de 6 carbonos se empleé galactosa y sorbosa; los disacaridos empleados fueron
sacarosa y lactosa, los cuales fueron manipulados con mas cuidado ya que son mas facilmente
hidrolizables que los monosocéridos. La muestra sembrada fue una solucién de liofilizado al 1%
ya que aproximadamente ¢l 50% del mismo son azicares. En todos los casos se sembré 5 ul de
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cada una de estas soluciones (sobre una linea previamente marcada a 2 cm del borde) en la placa
previamente activada. La placa activada y sembrada se fijé a un soporte el cual esta unido a una
varilla que atraviesa la tapa. De esta manera es posible mantener suspendida la placa sembrada
dentro de cuba de TLC cerrada de modo que no toque el solvente de saturacion, solvente que
consistente en una mezcla de n-propanol-acetato de etilo-agua destilada en una relacién de
volamenes (70: 20: 10).

Figura 15: Cuba cromatogrifica empleada para TLC. La tapa posee un arificio por el que
pasa en forma ajustada una varilla la cual termina en un soporte desde donde se sujeta la placa.
Esto permite colocar el conjunto tapa-varilla-soporte al que esta sujeta la placa TLC previamente
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activada y sembrada, de modo que no toque el solvente. Se garantiza un buen sellado y
consecuentemente una buena saturacién con el uso de silicona tanto en la fijacion de la tapa como
en el orificio. Esto logré una buena saturaciéon y mejores resultados. Finalizada la saturacion la
cormrida da comienzo cuando se desliza la varilla de modo de poner en contacto la placa con el
solvente de saturacién/corrida. Se muestra una placa ya revelada.

En estas condiciones se lo dejé saturar con la tapa colocada y sellada con silicona por
espacio de 24 horas. Finalizada la saturacién, se da comienzo a la cormrida desplazando la varilla
que atraviesa la tapa y sujeta la placa de TLC de modo de poner en contacto el borde inferior de
la placa con el solvente de comrida. La cuba empleada para los ensayos de TLC puede verse en la
Figura 15. La corrida se realiz6 dejando avanzar el frente del solvente hasta unos 5 mm del borde
superior, momento en que se abrié la cuba de TLC, se retiré la placa y marco el frente del
solvente con lapiz antes que el mismo se evaporara. El tiempo de corrida fue de unas 2,5 hs. y el
revelado se hizo rociando la placa con una mezcla de etanol, H,SO, y fenol al 5% p/v en una
relacién de volimenes de 180: 10: 1 y colocando la placa por 15 min. en estufa a temperatura de
105°C.

Las placas fueron escaneadas en un equipos HP Scanjet 3200 C usando la maxima
resolucién disponible siendo almacenado los archivos en formato TIFF no comprimido.
Posteriormente las imagenes fueron procesadas como se describié para los geles de electroforesis,
empleindose el Software Scion Image, 1998 para la medida automatica de la intensidad de las
manchas reveladas en la placa, obteniéndose graficos de intensidades relativas en funcion de
pixeles para cada “calle” dentro de las placas. Posteriormente, estas graficas obtenidas son
procesadas usando el programa Origin 6.0 Professional, con el que se convierte la escala de
pixeles a mm recorridos; de esta manera se puede ubicar la posicién de cada una de las manchas a
fin de calculas los Rf.

2.11 Determinacion de la actividad antitriptica
Los inhibidores de las proteasas son substancias que tienen la habilidad de inhibir la
actividad proteolitica de ciertas enzimas y estin asociados a la baja digestibilidad de algunas

proteinas de origen vegetal entre ellas las provenientes de la soja. Estos inhibidores son
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rutinariamente inactivados durante el procesamiento de los alimentos destinados al consumo
humano, valiéndose de tratamientos térmicos u otras tecnologias. Debido al efecto negativo de su
presencia en la calidad nutricional en los alimentos que lo contienen; idealmente los niveles
hallados en los alimentos adecuadamente procesados deberian ser nulos ¢ detectarse en
cantidades residuales. Uno de los métodos mis cominmente utilizado para determinar la
actividad antitriptica residual ¢s le método de Gonzalez y Carrillo (1987) que basa su ensayo en
la disminucion de la actividad de una proteasa patrén debido al agregado de un extracto del
alimento el cual se sospecha contiene lo inhibidores; este método utiliza hemoglobina
desnaturalizada como substrato y patron de tripsina como enzima proteolitica.

Proteasa +  Substrato =  Péptidos + aminodcidos
(tripsina) (hemoglobina)

Proteasa + Substrato + Inhibidor =  Proteasa—Inhibidor + Substrato

El reactivo de Folin reacciona con los residuos de tirosina, triptofano y en menor grado con
los de cisteina e histidina de las proteinas dando un complejo color azulado. La adicion de TCA.
(acido tricloroacético) al producto de la reaccién enzimatica precipita los péphdos de gran
tamafic que no han sido hidrolizados dejando en la solucién los péptidos menores y los
amino4cidos, que luego serdn determinados en forma espectrofotométrica utilizando el reactivo
de Folin, De esta manera cuanto mayor sea la inhibicion de la tripsina patrén colocada en el
medio por parte del producto vegetal que estamos evaluando tanto menor serd la coloracién
obtenida.

Preparacion de la muestra: El protocolo de trabajo requiere ¢l uso de soluciones con un pH de
8,0 (pH 6ptimo de la tripsina) y una concentracion de 7,2 mg proteina/ml de extracto a ensayar,
La muestra analizada en este estudio fue suero de soja liofilizada con y sin tratamientos térmicos
utilizando una rampa de calentamiento de 5°C/min hasta las siguientes temperaturas maximas 90,
120, 130, 140, 150 y 180°C. Debido al contenido de proteinas de la muestra, esto se traduce en
soluciones de 41 mg de suero liofilizado/ml de buffer fosfato pH 8,0.

Preparacion_del substrato: Disolver 2 g de hemoglobina liofilizada en 16 ml de NaOH 0,5N
afiadiendo luego con agitacién 64 ml de agua destilada y 36 g de urea (agente caotropico que
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despliega la molécula de hemoglobina para mejorar ¢l ataque enzimatico). Se deja en reposo
durante 1 hora para permitir la disipacion de la espuma. Se agregan 4 g, mas de urea y ajustar ¢l
pH a 8,0 con H,PO, para disolver la espuma. Se deja reposar nuevamente y se repetir una vez
mas el altimo paso asegurandose que el pH final sea de 8,0 Esta solucién se guardara en heladera
para evitar su deterioro.

Preparacién del buffer fosfato (pH=8,0): Se utiliza un sistema buffer con la siguiente relacién
de cada sal para 1000 ml: 10,45 g de HNa,PO, (fosfato dibasico) y 0,88 g H,NaPO, (fosfato
monobisico); ajustandose el pH a 8,0 con NaOH o HyPO, en caso de ser necesario.
Reactivo de Folin: Se preparari utilizando la siguiente relacién de voliimenes entre reactivo de
Folin ya preparado y agua destilada 1: 2. Se conservara en frasco color caramelo en heladera.
Preparacién de la enzima: Se utilizara en extracto con una concentraciéon de 10 mg/ml de
tripsina liofilizada (Sigma) en agua bidestilada. Se conservara en heladera.

Oftros reactivos utilizados: El TCA al 5% p/v en ¢l caso del blanco tiene la funcion de impedir
que la enzima ataque la hemoglobina, mientras que en los casos en que se deja actuar durante la
incubacién a 37°C interrumpe la reaccién y permite ta precipitacion de los péptidos de bajo PM
que no llegaron a ser atacado durante la incubacion. También se requiere de NaOH 1N el cual
dari el medio alcalino necesario para la reaccién del Rvo. de Folin y de H;PO, 1M para los
ajustes de pH.

Protocolo utilizado: Se parte de hemoglobina (substrato) termostatizada a 37°C durante 10 min.
Los reactivos serdn agregados en el orden y en las cantidades especificadas en la Tabla 13.

Las lecturas se toman a 650 nm; a todos los valores se les descuenta el blanco dando los valores
corregidos. El valor de la DO del control corresponde al 100% de actividad porque se trata del
substrato y la enzima sin la presencie de inhibidores. El agregado de una muestra que tenga
actividad antitriptica dard valores de DO comprendidos entre el blanco (0% actividad) y el
control (100% de actividad). En la muestra de partida (suero de soja liofilizado) es posible la
existencia de actividad antitriptica debido a que la harina de soja de partida es desgrasada,
desolventizada y no esta tratada térmicamente; asimismo es de esperar que los tratamientos
térmicos ocasionen una caida de esta actividad amtitriptica en la medida que ¢l tratamiento
térmico se haga mas enérgico. Los ensayos se realizaron sobre muestras de suero de soja
liofilizado con y sin tratamientos térmicos, preparando soluciones con 41 mg/ml de manera de
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obtener la concentracion requerida por el método (7,2 mg proteina/ml). Cada uno de los ensayos
se realizd controlando rigurosamente no solo la temperatura del bafio termostatico sino la
temperatura alcanzada por cada tubo, estandarizando todas las variables lo miximo posible; cada
ensayo se realizd al menos por triplicado para tener valores confiables por la alta variabilidad
propia de Jos ensayos enzimaticos.

Tabla 13 Protocolo utilizado para la determinacion de la actividad antitriptica en muestras de
suero liofilizado con y sin tratamiento térmico.

: Hianco Control Muestra
ml de hemoglobina 1,0 1,0 1,0
ml de buffer fosfato 0,1 0,1 ceoe
ml de muestra ———— — 0,1
ml de enzima 0,1 0,1 0,1
ml de TCA (5% piv) 2,0 — J—
Incubar 20 min. a 37°C

‘ml de TCA (5% piv) 20 2,0

__ Esperar 10 min. (precipitacién)
: Centrifugacién a 5000 rpm; 10 min,; 20°C

ml de sobrenadante 1,0 1,0 1,0

A tomados

¢ ml de NaOH (IN) 20 20 2,0

: agregados

: ml de Rvo. Folin 0.6 0,6 0.6
agregados

: Permitir el desarrollo del color durante 30 min a Tamb.

El % inhibicion de la tripsina se calculo segun las siguientes expresiones:

DO control — DO blanco = 100% actividad (1)
DO muestra — DO blanco = X% actividad (2)
100 — X = % inhibicion (3)

La actividad antitriptica relativa (%) se estimé como el % inhibicién tomando como
referencia al del SSL no calentado, segin la expresion: Actividad antitriptica relativa (%) = 100
x I'To; donde: I ¢ I; son los % de inhibicion de las muestras de SSLC y SSL, respectivamente.
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R & D - Composicion del suero de soja

3. COMPOSICION DEL SUERO DE SOJA

Como se detallé en Materiales y Métodos (2.2) de los 5,2 | de suero de soja obtenidos, 1,6 1
fueron congelados y posteriormente liofilizados mientras que el resto fue conservado con 0,04%
azida sédica en heladera para estudiar los efectos del almacenamiento. La informacién
bibliografica presentada en la introduccién nos orienta sobre los componentes que, segun sus
caracteristicas quimicas y propiedades fisicas, como la solubilidad podrian estar presentes en ¢l
suero de soja, liquido como liofilizado. Entre esos componentes podemos mencionar;

e Factor inhibidor de la tripsina de Kunitz, de 20 kDa con 28-S (Koide e Ikenaka., 1973), factor
del cual se sabe que es muy estable y tolera rangos de pH comprendidos entre 3,0-10,0; posee
una relativamente alta estabilidad térmica en condiciones de baja humedad (Koshiyama y
col., 1981), que serén las condiciones predominantes en un suero de soja que esta liofilizado.

e Aglutinina de soja, conocida también como hemaglutinina o lectina, tetramero de 120 kDa,
formado por 4 subunidades idénticas de 30 kDa cada una, con pocos S-S y un Pi de 5,81
(Lotan y col., 1974), se sabe que forma complejos estables con ghicidos, en especial con D-
manosa y la N-acetil-D-glucosamina, representando del 1 al 3% de las proteinas presentes en
harina.

¢ Inhibidor de la tripsina de Bowman Birk; de bajo PM (8 kDa) y 7 puentes S-S (Odani y col,,
1972), los cuales le otorgan alta estabilidad térmica (Dipietro y Liener, 1989a).

e B-amilasa (PM 57 kDa; Pi 5,85), sin puentes disulfuro (Morita y col., 1976).

e Lipooxigenasa (PM 100 kDa; Pi 6,58), responsable de la oxidacion de los 4cidos grasos
poliinsaturados, dando un flavor caracteristico, factor que es inactivado por calor (Wolf y
Corvan, 1975; Esquin y col., 1977 e Iwabuchi y Yamauchi, 1987).

e Ureasa, enzima que s¢ usa como una medida de la inactivacion térmica de los factores
antitripticos anteriormente mencionados.

¢ . Hidratos de carbono solubles: sacarosa 5,7%, estaquiosa 4,5% y rafinosa 4,1% (expresados en
base seca en ¢l poroto) y trazas de glucosa, verbascosa, y melibiosa entre otros.

¢ Componentes minoritarios como citocromo C, antivitaminas del complejo B, fitatos, lipasas,
proteasas. Se encuentran presentes ademdas, componentes con actividad endécrina como
goitrégenos y fitoestrogenos. Entre los minerales provenientes del poroto los mas abundantes
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son Fe, Ca, Cu, P y Zn. Debemos considerar también los minerales agregados durante todos
los procesos de extraccion, separacion y demés operaciones realizadas siendo las mais
significativas las siguientes: ajuste del pH a 8,0 con NaOH para la extraccion de la harina,
acidificacion con HC] hasta pH 4,5 para la precipitacion de las proteinas de reserva y ef ajuste
final de pH con NaOH para elevar nuevamente ¢l pH desde 4,5 a 8,0. Por lo tanto es
esperable un aumento en el contenido de NaCl en el suero respecto a la cantidad que se
encuentra en ¢l poroto originalmente.

3.1 Contenido de sélidos totales y cenizas en el suero de soja

La densidad del suero de soja liquido fue de 1,02 g/ml (DS=0,005) y su extracto seco de
32,77 g/l (3,28 % p/v; DS=1,82), valor que cuantifica el grado de dilucion y permite determinar
que es un suero con un contenido de agua superior ¢l 96%.

La medida de cenizas proporciond una idea de los minerales presentes. Se realizé sobre
suero de soja liofilizado, arrojando un resultado de 13,4 % p/p (DS=0,30) luego de la segunda
calcinacion (peso constante). Esto comresponde a un valor de cenizas de 0,44 %.p/p en ¢l suero de

soja liquido.

3.2 Contenido de proteinas en el suero de soja

3.2.1 Sobre muestra de suero liquido

En una primera aproximacién se realizaron medidas directas sobre el suero tal cual
empleando distintos métodos, obteniéndose los siguientes valores:

4Bradford = 6,48 mg proteina/ml suero (DS = 1,62)
esLowry = 4,69 mg proteina/ml suero (DS =0,47)
¢Kjeldahl =» 5,28 mg proteina/ml suero (DS = 0,06)

Los valores obtenidos por Bradford se tomaron solo como onentativos dado que presentaron la
mayor dispersioén, y un valor superior al dado por Kjeldahl, esto posiblemente debido a que el
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colorante Coomassie G250 interactia con las proteinas del suero de un modo diferente que con la
proteina empleada para la curva patrén (albumina bovina). Los resultados obtenidos con Lowry
fueron mas reproducibles y pese a la presencia de azicares reductores dieron valores cercanos (=
90%) a los hallados por Kjeldahl. El alto grado de dilucién del suero pareciera reducir la
interferencia dada por los azicares.

3.2.2 Sobre muestra de suero liofilizado

El contenido de proteina bruta se determiné empleando el método de Kjeldahl, mientras que
la proteina real fue determinada por Lowry en los precipitados libres de azicares obtenidos con
TCA al 12%, siguiendo los procedimientos detallados en 2.4.1 y 2.4.2, respectivamente.

3.2.2 a) Medidas con el método de Kjeldahl

Las medidas de componentes nitrogenados que incluyen las proteinas mas el nitrégeno no
proteico, se realizaron en forma “manual” y en forma semiautomatica usando los equipos de
digestion y destilacién marca BUCHI obteniéndose los siguientes resultados:

+K)jeldahl (manual) =17,73 % p/p DS=0,18 = 177,3 mg proteina/g suero liofilizado
4Kjeldahl (semiautomitico) = 17,60 % p/p DS=0,03 = 176,0 mg proteina/g suero liofilizado.
El valor promedio resulta de 17,66 + 0,16 % p/p.

3.2.2 b) Medidas con el método de Lowry

Las proteinas fueron precipitadas por medio del agregado de TCA al 40% p/v; 12% de
concentracion final, con posteriores lavados del precipitado para evitar interferencias del propio
4cido y de azicares reductores. Se realizé una estimacion de la cantidad de TCA retenida en el
precipitado proteico separado por centrifugacion 2 fin de agregar la cantidad de base necesaria
para lograr el pH requerido por el método de Lowry. Se hall6 que al menos el 5% (4,58%) de la
acidez agregada con el TCA para la precipitacion de las proteinas queda retenido en el
precipitado centrifugado.
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El nimero de lavados necesarios para la total eliminacién de azicares se determind
incrementando ¢l mimero de lavados realizados en precipitaciones independientes y midiendo la
proteina por Lowry. Los resultados se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Dependencia entre el nimero de lavados realizados a la proteina precipitada con
TCA 12% y el valor determinado empleando el método de Lowry. La proteina fue precipitada
desde soluciones acuosas (relacién agua: liofilizado, 10: 1) agregando TCA al 40%, 12% p/v en
el volumen final, separando por centrifugacién.

Ensayormge- N " lavados con FCA -parr-mg proteina/gr suero liofilizado s>V alores medios

(=
[ ]

91,01

100,31

101,76

109,68

103.13

107.34 107,35 £4,23
111.59

108,01

107,78 107,27 £1,09
106,01

100,69 + 7,65
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El anilisis de los datos indica que el numero de lavados es importante al momento de
obtener resultados repetitivos. La desviacion estandar (DS) en los valores del contenido de
proteinas obtenidos con dos (2) lavados fue de 7,65, en tanto que para los realizados con cuatro
(4) lavados, este desvio se reduce a 1,09; esto se debe al alto contenido de azmicares presentes en
el suero de soja liofilizado que, como se vera mas adelante, alcanza un 55% en base seca del
mismo, siendo algunos reductores.

Los resultados obtenidos por Kjeldahl (N x 6,25) presente en la muestra de suero de soja
son significativamente mayores al valor de proteina real obtenido para la misma muestra; una
posible explicacién para esta diferencia es que en el suero de soja, ademéas de las proteinas, hay
presentes compuestos nitrogenados no proteicos {NNP) que no precipitan con TCA y que por lo
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tanto no son medidos. No se debe descartar la posibilidad de que el valor de proteinas por
Kjeldahl esté sobreestimado por el empleo de un factor superior al adecuado.

Las especies proteicas presentes en el suero de soja seran analizadas cuando se muestren
los resultados del efecto del almacenamiento (seccion 4.2.3) y del tratamiento térmico del suero
de soja liofilizado (seccion 5.3)

3.3 Glicidos en suero de soja liofilizado

3.3.1 Contenido de hidratos de carbono

Las medidas fueron practicadas sobre el sobrenadante resultante de la precipitacion de las
proteinas con TCA al 12% v/v destinada a la valoracion de proteina real por método de Lowry.
Se realizaron medidas usando los métodos de Antrona y Dubois.

3.3.1 a) Método de Antrona

Las medidas fueron realizadas empleando dos espectrofotémetros diferentes: a) Spectronic,
equipo que mide la absorbancia con tres decimales y con las muestras directamente en los
mismos tubos de reaccién; y b) espectrofotdmetro Beckman DU 650, que lee cuatro decimales y
las muestras son medidas en cubetas. Los resultados obtenidos fueron 45,94 % p/p (DS=2,98) y
47.44 % p/p (DS=1,49) para a) y b), respectivamente. Este wltimo valor resulta mis confiable por
provenir de 6 medidas independientes, tener menor dispersion y haber usado un equipo de mayor
precision.

3.3.1 b) Método de Dubois

Las medidas fueron realizadas como se explicé en ¢l punto 2.5.2 en ¢l sobrenadante
resultante de la precipitacion de proteinas con TCA en suero liofilizado o directamente sobre el
suero liofilizado disuelto en agua. Con esto se evalué si surgian diferencias por las trazas de TCA
presentes ain en las diluciones empleadas comprendidas entre 1/400 a 1/600 v/v. Los resultados
obtenidos para la concentracién de azicar en el suero liofilizado en cada caso fueron:
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¢ Medido en sobrenadante TCA: 53,84 % p/p (DS = 2,38)
¢ Medido en liofilizado disuelto en agua destilada 54,57 % p/p (DS = 2,86)

Se ve que las diferencias obtenidas no son significativas dado los valores de desviacion
estindar de cada medida. De modo que son mayores las diferencias debidas a errores
experimentales que a la presencia de TCA remanente, el cual no afectaria al menos en las
diluciones y condiciones empleadas. Sin embargo, hay diferencias entre los resultados hallados
por el método de Antrona y el de Dubois dosando este ultimo un 15% mas; debiéndose esto a que
en el primero de los métodos, en particular en las condiciones empleadas, se tona bastante
especifico para las hexosas, en tanto que el segundo mide adema4s pentosas (que constituyen los
oligosacaridos y polisacaridos solubles de la soja) y sus derivados, incluyendo los metil éteres,
como puede observarse en la Figura 16.
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Figura 16: Espectro de absorbancia en funcién de longitudes de onda de colorimetria de
Dubois para distintos azlicares, (===): Solucién acuosa de xilosa patrén (pentosa), 70 pg/ml con
su caracteristico maximo a 480 nm; (===): Solucién acuosas de glucosa patrén (hexosa), 70
pg/ml con su caracteristico mAximo a 490 nm; (===} Dilucién 1/400 del sobrenadante TCA del
suero de soja, como se detall6 en 2.4.2, el cual tene una concentracion de azicares medida por
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Dubois de 18,23 mg/ml (DS=1,21) y de 16,61 mg/ml (DS=0,52) por Antrona. En esta curva el
maximo esta ubicado a 485 nm, eso sumado a la forma de “campana ¢nsanchada” es indicativo
que la curva es una contribucion de hexosas y pentosas presentes en la muestra y da cuenta de las
diferencias halladas entre Dubois y Antrona.

3.3.2 Cromatografia de aziicares presentes en el suero de soja liofilizado

Este estudio se llevo a cabo como se detallé en la seccién 2.10 de Materiales y Métodos;
empleando como referencia soluciones acuosas de los patrones de azucares disponibles
incluyendo sacarosa asi como representantes de monosacaridos de cinco y seis carbonos. No
fueron incluidos los oligosacéridos tipicos de soja como patrones debido a la dificultad en
adquirirlos por su elevado costo.

La composicion tipica en hidratos de carbono presente en harinas y pellets de soja en % en
base seca (Tabla 3) revela que el 50% de los HC son insolubles {celulosa, hemicelulosa, lignina,
pectina, y otros hidratos de carbono complejos), en tanto que entre los solubles tipicamente
hallados en la soja que serin los que se espera encontrar en ¢l suero preparado podemos
mencionar;

¢ Sacarosa (5,7% base seca), disacarido (glu-fru).

¢ Melibiosa, disacarido (glu-gal).

#Rafinosa (4,1% base seca) trisacarido (gal-glu-fru).

#Estaquiosa (4,5% base seca) tetrasacarido (gal-gal-glu-firu).

# Verbascosa (trazas) pentasacarido (gal-gal-gal-glu-fru).

#Glucosa (trazas).

Las placas de TLC reveladas son las mostradas en las Figuras 17 y 18. Los muestras
sembradas en la placa de TLC! comresponden de izquierda a derecha a: glucosa, sacarosa,
liofilizado, galactosa, xilosa y arabinosa. En tanto que para la TLC2, siguiendo el mismo orden
las muestras sembradas fueron: glucosa, sacarosa, liofilizado, lactosa, sorbosa y xilosa.



Figura 17 (TLC 1)
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Figura 18 (TLC 2)

En ambas placas se sembrd sacarosa por se el azicar soluble mas abundante y glucosa
porque si bien es cierto que solo esta presente en forma de trazas puede generarse por hidrélisis
de los otros azucares presentes El andlisis densitografico de las placas de TLC generaron los
graficos mostrados en las Figuras 19 y 20; en éstos se puede notar un pequefio pico indicado

como (*) que corresponde el frente del solvente.
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Los pares de Figuras 17-18 y 19-20 corresponden a las imdgenes de las TLC reveladas y los
densitogramas obtenidos respectivamente. Las soluciones sembradas tienen una concentracion de
0,5% p/v para los aziicares patrones y 1% para SSL. El analisis de las TLC reveld los azicares
contenidos en la muestra problema fueron o que menos distancia migraron, seguido en orden
creciente de distancia recorrida por glucosa (hexosa) y luego por la xilosa (pentosa).

El suero de soja liofilizado se resuelve en dos manchas que tienen una relacion de
intensidad de 6:1. En la Tabla 15 se puede ver que la primera fraccion mas abundante es la
fraccién glucidica con Rf de 37,3 + 2,1, la cual podria corresponder a la sacarosa presente, en
tanto que los oligosacandos rafinosa y estaquiosa serian los que probablemente migran juntos y
se ubican en una banda minoritaria con Rf de 46,4 + 2.4

Tabla 15: Resultados obtenidos a partir de los densitogramas de TLC. El frente del solvente
al final del ensayo tuvo minimas diferencias (entre 3 y 7 mm en los 200 mm correspondientes a
lo largo de la placa), que fueron consideradas para los cdlculos de los RE.

e Distancia migrada (mm) 5

kElemento considerado TLC-1 TLC-2
‘. Frente del solvente 170-175 Rf*100 171-175 Rf*100

Glucosa 90 51.4 82 469
Sacarosa 70 40,5 62 36,2
Liofilizado 67 8 394 488 60 75 351 439
Xilosa 115 65.7 107 60,4
Galactosa 70 412 — —
Arabinesa 93 53,1 — -
Lactosa e — 40 22,9
3 Sorbosa - — 89 50,9
|4 p

3.4 Conjunto de resultados obtenidos en el suero de soja liquido y liofilizado

Los resultados del analisis de la composicién de suero de soja liquido y hiofilizado se
muestran en la Tabla 16. Un anélisis comparativo entre ambos revelé una composicién
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equivalente si se expresa en peso seco, lo que indica, como es esperable, la ausencia de
modificaciones en el contenido relativo de los componentes del suero de soja durante ¢l proceso
de liofilizacién.

Ya hemos determinado que el producto liofilizado es 34 veces mas concentrado que el
producto liquido y que se mantiene el contenido relativo de los componentes en el producto
liguido y deshidratado. Como resultado experimental, a partir de aproximadamente 1.6 |1 de suero
de soja se obtuvieron alrededor de 40 g de liofilizado.

Tabla 16: Composicion de sueros de soja liquido (SS) y suero de soja liofilizado (SSL).Los
resultados estan expresados en % p/p. H: hexosas; GT: glicidos totales, hexosas y pentosas.

Resl Total H GT
SSL 10,73+£009 1760+£003 4744+t149 5457+286 1342030 100
SS 3 047+0,05 0,5310,01 — 1,60 £ 0,09 —— 3,28+0,18

En base a los datos de la Tabla 16 se debié haber obtenido entre 47 y 48 g de SSL
considerando los glicidos totales o la proteina total, respectivamente. Esto indica que el
rendimiento global de la operacién fue cercano al 85%. Si se considera que la liofilizacion de
1600 ml fue realizada en 19 bandejas plasticas en espesores no mayores a 5 mm, esta diferencia
se corresponde a una pérdida de materia inferior a 0,4 g/bandeja.

Por otra parte, puede verse que el extracto seco del producto liquido fue 32,77 mg/ml, de
los cuales 16,01 mg/ml corresponden a HC y 5,28 mg/ml a proteinas medidos por los métodos de
Dubois v Kjeldahl, respectivamente. La diferencia, 11,48 mg/ml, corresponden a los minerales,
sales y demds compuestos provenientes de la harina desgrasada o agregados para su obtencion.
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4. COMPORTAMIENTO TERMICO DE SUERO DE SOJA LIOFILIZADO. ESTUDIO
POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Empleando las técnicas y cuidados descriptos en la seccibn 2.2.3, necesarias para
minimizar la hidratacion del SSL, se llevd a cabo el estudio por DSC de muestras de suero de
soja liofilizado. El analisis de los correspondientes termogramas permite identificar diferentes
regiones, las cuales se correlacionan con los cambios sufridos por la muestra durante el
calentamiento. Estos estudios fueron realizados con muestras de suero liofilizado fresco y
sometidas a diferentes tiempos de almacenamiento a una temperatura de —80°C, cuyos resultados
pueden verse en la Figura 21.

2 ——

Region 1 Regién 2 Regién 3

Almacenamiento: 81 dias

0 i No almacenado

3Q/5T(mcal/seg)
=y

20 10 0 10 20!
Tomperltlllrl (°C) '

25 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Temperatura (°C)

Figura 21: Termogramas DSC de SSL en condiciones anhidras. Se utilizé una velocidad de
5°C/min y una capsula cerrada vacia como referencia. (===). SSL no almacenado (9,42 mg
SSL/cépsula); el estudio desde temperaturas més bajas permite visualizar la temperatura de
transicion vitrea (Tg), la cual se observa mejor en el inserto “a”. Las flechas indican el inicio y
finalizacion de las subtransiciones (I) y (1I) correspondientes a desnaturalizacion proteica. ()
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SSL almacenado 81 dias a -80°C (m=7,62 mg/cipsula), se evidencia la aparicién de una
transicion (Fa) correspondiente a la fusion de cristales de azicares.

Los termogramas obtenidos pueden ser divididos en regiones delimitadas por intervalos de
temperatura, de esta forma tendremos tres regiones: de baja temperatura (T<100°C), de
temperatura intermedia (100<T<180°C) y de alta temperatura (T>>180°C). En la region de baja
temperatura hallamos una transicién de 2% orden correspondiente a la transicion vitrea (Tg)
cercana a 0°C; transicién que se observa mejor en la Figura 21a que amplifica la zona cercana a
0°C En el termograma de SSL almacenado a —80°C se registr6 una transicién endotérmica
(denominada Fa) a 66°C comespondiente a la fusion de azicares cristalizados durante el
almacenamiento. Esta transicion comienza a aparecer a 54 dias de almacenamiento a —80°C, y
evoluciona incrementando tanto su entalpia como su Tp (temperatura de pico) en la medida que
el almacepamiento y consecuentemente la cristalizacion (y recristalizacion) de azicares se
prolonga.

En la region de temperatura intermedia se hallaron inflexiones con Tp de 124 y 148°C,
comespondientes a la desnaturalizacion de las principales fracciones proteicas presentes en el
SSL; dichas transiciones corresponden a lectina y factor antitriptico de Kunitz respectivamente.
Estas inflexiones estin presentes tanto en termogramas de SSL con y sin almacenamiento y se
ubican a temperaturas inusualmente altas (en comparacién con los valores normalmente hallados
en literatura para la desnaturalizacién de estas proteinas, 70-90°C). Esta diferencia se debe al
hecho que la calorimetria se realiza sobre muestra en estado liofilizado (HR = 0, ambiente P>Os),
lo que ocasiona un corrimiento de las transiciones hacia mayores temperaturas. Simultineamente,
hay un ascenso sostenido del calor liberado (pico exotérmico) entre 100 y 180°C que
comresponderia a procesos de glicosilacion de las proteinas con los azicares presentes; reaccion
que es esperable debido a la composicion del suero de soja liofilizado (Tabla 16, 17,60% p/p de
proteinas y 54,57 % p/p de ghicidos) y de las condiciones térmicas empleadas. Finalmente, en la
region de alta temperatura (T>180°C) se producen fenémenos de descomposicion y
carbonizacion.

4.1 Factores que pueden afectar ba cristalizaciéon y fusién de azacares en el suero liofilizado
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Los estudios del SSL por TLC (seccion 3.3.2) revelaron la presencia de sacarosa y glucosa;
la primera es el azicar soluble mas abundante en la harina y puede provenir de una posible
hidrélisis de estaquiosa y rafinosa, segunda y tercera en abundancia (Tabla 3) y ain de la
hidrélisis de trazas de verbascosa; Ia glucosa si bien es cierto que estd presente en trazas en
harinas y pellets de soja, también puede provenir de la hidrélisis de los sacaridos mencionados,
por los diferentes tratamientos practicados luego de la extraccion. De estos dos aziicares, la
glucosa es reductora, igual que los oligosaciridos estaquiosa y la rafinosa, los cuales estin
disponibles para interaccionar con las proteinas presentes, en particular durante los tratamientos
térmicos. La sacarosa no siendo reductora, igualmente puede reaccionar, dado que a altas
temperaturas puede sufrir hidrélisis rindiendo azicar invertido (glucosa + fructosa). La fusion en
los azicares ocurre cuando éstos son calentados por encima de su temperatura de fusién (Ty), sin
embargo en algunos azicares la fusion se acompafia del fenémeno de caramelizacién con
formacién de pigmentos que le dan coloracién. La caramelizacién ocurre especialmente
azicares con Trpor encima de los 150°C; mientras que tenderdn a descomponerse antes de fundir
en ¢l caso que la temperatura de fusién esté por encima de los 200°C, y en mayor grado en los
reductores.

Estas descomposiciones se observan en el ensayo de DSC (Figura 21) como curvas que
sugieren cambios quimicos en rangos de temperatura comprendidos entre 200-400°C (Pavlath y
Gregorski, 1985). Esto se corresponde con 1a regidn de alta temperatura (T>180°C).

Otros factores a considerar son el contenido de agua, que disminuye significativamente las
Tr y calores de fusiéon (AH; ) para el caso de los hidratos. Por otra parte las T; generalmente
crecen con el PM siguiendo el orden: Monosacaridos < disacaridos < oligosacdridos. Como
ejemplo de las tendencias mencionadas tomemos los valores obtenidos en ensayos de DSC para
aziocares puros (Roos, 1993); en ellos la Tr de glucosa (monosacarido) es de 158°C < T¢ de
sacarosa (disacarido) de 190°C. Mientras que ¢l efecto del agua puede verse en la rafinosa.5H,O
(trisacarido) con una Ty de sélo 80°C. Estas consideraciones son validas para azicares puros,
cristalizados en una dada forma cristalina, generalmente la forma mis comun y estable y
midiendo cada uno por separado.

En nuestro caso para la obtencién del SSL es necesario una congelacién previa del SS. En
esta etapa la temperatura desciende rapidamente, y con ella la solubilidad de los componentes
presentes; en la medida en que se congela el agua, va quedando una solucién cada vez mis
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crioconcentrada lo que favorece la nucleacién de azicares en sus formas hidratadas. Posterior a la
congelacidn la sublimacién del hielo elimina casi la totalidad del agua, aunque permanece el agua
de monocapa fuertemente ligada a iones, macromoléculas o formando parte de los cristales como
en el caso de la rafinosa. 5H;O.

Las formas cristalinas finalmente adoptadas estardn influenciadas no solo por la
composicion, integrada por una mezcla de componentes (azicares, proteinas, péptidos y demas
componentes mencionados en la seccién 3) junto a otros como las sales (propias de la harina mas
las introducidas en las diferentes etapas de extraccion, purificacion y ajustes de pH), sino también
por su particular historia térmica (congelacion, liofilizacién y almacenamiento) y la presencia de
trazas de agua. Estos hechos convierten al SSL en un sistema complejo, de caracteristicas
particulares, y dificil de pronosticar en los cambios que se producirdn durante el almacenamiento
y el calentamiento. Ademas de las reacciones de cristalizacion y fusion de azicares, se producen
reacciones de pardeamiento no enzimatico (Maillard, caramelizacién, con sus caracteristicas
degradaciones, descomposiciones, y etapas de polimerizacion).

4.2 Efectos del almacenamiento del suero de soja liofilizado sobre su

comportamiento térmico

En las experiencias en las que estdn involucrados tiempos de almacenamiento, el tiempo
se comenzo a contar desde ¢l momento en que la muestra pasé a estar liofilizada; la conservacion
de la misma se realiz6 a -80°C, retirando segin sea necesario las alicuotas cormrespondientes las
cuales fueron conservadas por breves periodos a temperatura ambiente en P;Os. Dentro de la
regién de baja temperatura (T<100°C), hallamos dos transiciones de interés; la Tg y la transicién
correspondiente a la fusion de azicares.

4.2.1 Transicion vitres
Dentro de la region de baja temperatura, 1a Tg (en ¢ste sistema) se ubica por debajo de

0°C, y corresponde a una transicién de 2% orden en la cual 1a 2* derivada del potencial quimico o
energia de Gibbs exhibe discontinuidad y puede observarse em un diagrama de DSC en
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condiciones de muy baja humedad. No hay un calor latente de cambio de fase pero si una
discontinnidad o salto en capacidad calorifica.

El valor de Tg es influenciado, entre otros factores, por el contenido de humedad; en
nuestro caso el contenido de humedad de partida fue constante ya que se parti6 desde un producto
liofilizado, sin embargo el almacenamiento en un desecante enérgico como el P;Os que se pone
en equilibrio con una HR cero permite la eliminacién de cantidades trazas adicionales de agua.
Una serie de estos termogramas pueden verse en la Figura 22 y sus datos comrespondientes en la
Tabla 17.

Tabla 17: Evolucién de la Tg del sistema causada por la eliminacion progresiva del agua
constitucional (de monocapa) en un almacenamiento a Ty, €n P,O5 en muestras de SSL

<Y ‘Masa de bSL T

Dentro de Ias camulas (mg) i

--'I'|em|10 tle almacenamlenw --'l g (:t.stema}

; T ,,,... .en P,0s (dias) ;

5,62 1 -3,31

E 16,48 9 -328
10,92 17 -2,85
18,96 36 -2,68

Son varios los factores que afectan la Tg, entre ellos pedemos mencionar: El peso
molecular, que para el caso de azicares anhidros varia desde valores muy bajos como los que
presentan los alditoles (Xilitol, Tg de —23°C) hasta valores altos como los mostrados por los
polisacaridos; en general la Tg crece con ¢l PM siguiendo el orden: monosacaridos < disacanidos
< oligosacandos (Slade y Levine, 1991 y 1995; Roos, 1993); como ejemplo la glucosa tiene una
Tg de 36°C, mientras que la Tg de sacarosa es de 67°C, en condiciones anhidras medidas por
DSC (Roos, 1993). Las diferencias entre los valores reportados para idénticos azicares pueden
atribuirse a diferencias en la pureza de las muestras, presencia de trazas de humedad y
metodologia empleada para su determinacion.

Por lo dicho, la presencia de polimeros como el almidén o la celulosa, asi como las
proteinas de alta masa molecular, en general tenderdn a elevar el valor de la Tg. Otro factor a
considerar es el contenido de humedad. sobretodo cuando el sistema presenta una cantidad
apreciable de azicar y la estructura cristalina de la misma es amorfa; teniendo ¢l agua un efecto
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plastificante que disminuye el valor de la Tg. Finalmente la composicion también afecta el valor
de la Tg (los HC constituyen ~ 55% p/p del SSL); una aproximacién a este sistema son los
estudios de mezclas binarias de azicares y sus efectos sobre la Tg (Finegold y col., 1989) que
mostraron que la Tg es funcion de la composicién, y que en ¢l caso de tener mezclas binarias de
azicares, la de menor valor de Tg hace bajar la Tg de la mezcla y actia como un agente
plastificante del sistema.
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Figura 22: Termogramas de SSL almacenado en P»Os a Tems.. Los termogramas estan
dispuestos de forma tal que el tiempo de almacenamiento aumenta desde la curva superior hacia
la inferior; junto a cada curva se indica la masa seca de SSL empleada en cada ensayo. (). 1
dia; (mm—): 9 dias; (m==): 17 dias y (==——): 36 dias.

Algunos valores de Tgs hallados en bibliografia (Roos, 1993) determinados por DSC para
muestras de azicares anhidras presentes en suero liofilizado son: Sacarosa (62 y 67°C), Rafinosa
(70 y 77°C), Melibiosa (85 y 91°C) y Glucosa (31 y 36°C); la primera y segunda temperatura
indicada entre paréntesis comresponden a las temperaturas de Onset y Midpoint respectivamente.
La Tg del SSL se encuentra ubicado un poco por debajo de 0°C; este valor es el resultado tanto de
la composicion giobal del sistema como del estado de hidratacién.
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Ya se determiné (Tabla 16) que el SSL posee en su composicidn moléculas de bajo PM que
pueden contribuir al descenso del valor de la Tg, como sales, aminodcidos y péptidos. La
presencia de estos ltimos quedd demostrada por el material mitrogenado de bajo PM no
precipitable con TCA que explica las diferencias entre proteina total o bruta y proteina real y
también las diferencias entre los valores obtenidos por Kjeldahl y las proteinas efectivamente
precipitadas y recuperadas empleando (NH4),SO4 y acetona en frio.

Con relacién al estado de hidratacién, sabemos que del SSL aun puede eliminarse
humedad, esto se comprueba al llenar las capsulas de DSC pesarlas destapadas y repetir la pesada
luego de § dias en una atmosfera de P,Os; periodo luego del cual también se advierte una
desaglomeracién del liofilizado. Esta eliminacién de trazas de humedad con su correspondiente
efecto plastificante puede cuantificarse por el incremento en la Tg con el almacenamiento desde —
3,31°C en el dia 1 hasta los —2,68°C hallados luego de 36 dias de almacenamiento en desecante.
Por esta razon el SSL a T € encontrara por encima del valor de la Tg del sistema, es decir en
estado gomoso, por lo que tenderd a desestabilizarse mediante la formacion de cristales de

azicares.

4.2.2 Fusiin de azicares

Dentro la region de baja temperatura hay otra zona de interés ubicada entre 50-100°C en
donde aparece, como consecuencia del almacenamiento a -80°C, una transicion correspondiente a
la fusion de cristales de azicares. Una serie de estos termogramas puede verse en la Figura 23
junto a sus correspondientes datos en la Tabla 18. Como se explicé anteriormente en la Figura 21,
esta transicién no se manifiesta en SSL no almacenado mientas que luego de 81 dias es evidente
su presencia; ahora podemos precisar su aparicién en torno a los 54 dias de almacenamiento y
determinar que el almacenamiento produce un incremento en la definicién de la transicién,
aumenta el tamafio del pico y sube su Tp en mas de 10°C.

La falta de una transicién detectable para tiempos de almacenamientos inferiores a 54 dias
indican que el fenomeno de cristalizacién (y posible recristalizacién) de azicares se ve frenado
tanto por la matriz liofilizada en que se encuentran los componentes que pueden formar cristales
como por la baja temperatura de almacenamiento (-80°C), que disminuye la movilidad molecular.
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Figura 23: Termogramas de SSL almacenado a —-80°C. Los termogramas estan dispuestos
de forma tal que el tiempo de almacenamiento aumenta desde la curva superior hacia la inferior;
junto a cada curva se indica la masa seca de SSL dentro de cada cépsula. (=) 9 dias; (=e==):
22 dias; (m===): 32 dias; (mmm——): 54 dias; (mw=—): 81 dias y (===): 271 dias.

Tabla 18: Datos correspondientes a los termogramas mostrados en la Figura 23.

(—) 22 12,08 — —
- 9 32 10,95 — —
() 54 7,49 66,66 7,40
() 81 7,62 67,11 7,95
(o) 27 12,11 76,85 9,95

Por otra parte, cuando la cristalizacion ha tenido lugar, ¢l incremento tanto en la Tp como
en los valores de entalpia indican un fenémeno de recristalizacion, en la cual los cristales grandes
crecen a expensas de los mis pequefios.
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Para los principales glicidos presentes en SSL los valores bibliograficos (Roos, 1993)
comrespondientes a las Ty (temperaturas de fusién) y AHg (calor latente de fusién) son los
siguientes D-glucosa (143 < Ty <158°C; AHr = 179 J/g); sacarosa (173 < T; <190°C; AH;= 118
J/g); rafinosa.SH,O (76 < T; <80°C; AH; = 138 J/g). Para el caso de las Tr el primero valor
corresponde a la temperatura de onset y la segunda a la Tpico.

Ya se determinéd (Secciéon 3.3.2) que en los azmicares del SSL (= 55% p/p) la relacién
sacarosa a oligosacaridos es de 6:1; de manera similar a lo ocurmido con los valores de la Tg,
tanto las Tr como las entalpias (J/g) halladas son menores a las predichas a partir de datos
bibliograficos. La entalpia hipotética de una mezcla ideal constituida por un 50% p/p de un
material inerte y ofro 50% p/p de una mezcla sacarosa a estaquiosa-rafinosa en relacion (85:15)
serfa de unos 60 J/g de mezcla total aproximadamente. Este valor es sensiblemente superior a los
9,95 J/g de liofilizado alcanzado luego de 271 dias de almacenamiento. Las diferencias halladas
pueden atribuirse a:

*El 50% p/p del liofilizado no sélo esta integrado por sacarosa y oligosacaridos tipicamente
presentes en la soja sino que hay presentes otros azicares complejos algunos de ellos
parcialmente hidrolizados.

*El 50% p/p del liofilizado no es una matriz inerte sino que esta compuesta por
macromoléculas como las proteinas (algunas con actividad biologica), péptidos, aminoécidos,
sales y otros componentes, muchos de ellos en cantidades trazas.

*No todos los azicares presentes estan disponibles para recristalizar sino que muchos de
ellos se hallan comprometidos en la formacién de compuestos glicosilados, 0 simplemente
porque tienen poca tendencia a cristalizar.

*El Lofilizado no estd completamente deshidratado, hecho que ya hemos comprobado por
el aumento de la Tg, por almacenamiento en P;Os, humedad que permanece luego de la
liofilizacion como agua constiicional fuertemente ligada especialmente a iones y
macromoléculas y formando parte de los cristales de azicares como en el caso de la
rafinosa. SH,O.

Los estudios realizados en DSC (Roos, 1993) empleando azicares muestran que tanto la
temperatura de fusién como las entalpias puestas en juego decrecen significativamente con la
presencia de agua y que la integracion de las endotermas de fusién puede ser usada para obtener
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los AH; De esta manera estas minimas cantidades de agua constitucional presentes en el
liofilizado sumado a la complejidad del sistema son las responsables de los valores hallados.

Los tiempos involucrados, tanto en la aparicién de la transiciéon (50 dias), como en la
posterior definicién y aumento en la temperatura de fusién evidencian una pobre tendencia tanto
a la formacién de cristales como a su posterior recristalizacion. Entre las posibles explicaciones
para este fenémeno puede mencionarse, la alta energia para la formacién de los nucleos
cristalinos, los que por crecimiento daran los cristales que luego vemos fundirse ¢n ¢l DSC y una
baja movilidad molecular por las condiciones de almacenamiento (-80°C) lo que mantiene el
estado vitreo (T<Tg) y limita en gran medida la recristalizacién.

Los cambios hallados en los termogramas a lo largo del tiempo nos indican que es lo que
sucede con el almacenamiento. El drea de una dada transicién es proporcional tanto a la masa
como a la entalpia o calor puesto en juego en un cambio de estado dado; como las entalpias estin
expresadas en las mismas unidades (por g de liofilizado) un incremento en la entalpia se
comresponde con un aumento en la cantidad de cristales que se estan fundiendo. Por otra parte la
temperatura en la que ocurre una transicion se relaciona con el tipo de proceso analizado, como la
transicién analizada corresponde a un mismo proceso, un aumento en la temperatura se interpreta
como un aumento en la estabilidad de los cristales formados, hecho que se corresponde con el
fenémeno de recristalizacion en donde los cristales grandes crecen a expensas de los més

pequeiios.

4.2.3 Desnaturalizacién de proteinas

El SSL fue almacenado a temperaturas de —80°C a fin de minimizar las alteraciones que
este pudiera sufrir, retirindose progresivamente las alicuotas necesarias para conducir los
diferentes ensayos. Pese a las condiciones de almacenamiento empleadas y demas precauciones
tomadas el liofilizado sufre inevitablemente, alteraciones como la recristalizacion de los aziicares
presentes analizada en la seccién anterior. Veremos ahora ¢l efecto del almacenamiento sobre las
principales fracciones proteicas presentes en el suero.

En trabajos anteriores (Sorgentini y Wagner, 1999), se aislando las proteinas presentes en el
suero de soja con (NH4),SOy; las fracciones proteicas mis importantes identificadas fueron las
correspondientes al factor antitriptico de Kunitz y a 1a lectina. Los estudios en DSC de estas
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proteinas en soluciones acuosas al 20% p/p dieron endotermas con valores de Tp de 74,4°C +
0,5°C y 90,4°C + 0,8°C, respectivamente, con un valor de AH, total de 10,8 J/g + 1,2 J/g. Estas
transiciones en los termogramas de SSL analizado en condiciones anhidras se evidencian como
subtransiciones (denominadas I y 11 en la Figura 21) dentro de la zona llamada regidn de
temperatura intermedia (100<T<180°C) en la cual simultineamente se produce la glicosilacion
de las proteinas, lo que se expresa ¢como un importante pico exotérmico.

Una serie de estos termogramas con diferentes tiempos de almacenamiento puede verse en
la Figura 24 y los datos correspondientes se muestra en la Tabla 19. La realizacién de ensayos de
DSC sobre muestras similares pero almacenadas por diferentes tiempos, se hizo con un doble
propdsito, por un lado analizar la existencia de vartaciones em los termogramas con el
almacenamiento, y por otro la de obtener muestra tratada térmicamente para diferentes ensayos.
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Figura 24: Termogramas de SSL almacenado a -—80°C. Los termogramas estén dispuestos
de forma tal que ¢l tiempo de almacenamiento aumenta desde la curva superior hacia la inferior;
junto a cada curva se indica la masa seca de SSL dentro de cada céapsula; los tiempos de
almacenamiento son los siguientes: (m===): 0-22 dias; (). 66 dias; (mm—): 81 dias y (w—)

121 dias. Para el termograma con menor tiempo de almacenamiento se agregan simbolos “A” que
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indican los limites de las transiciones y lineas de puntos para facilitar la visualizacion y
comparacién de las mismas.

Una comparacion visual en la Figura 24 entre los termogramas con 22 y 81 dias de
almacenamiento {de masas casi idénticas) revela que el almacenamiento suaviza las curvas de los
termogramas, reduciendo consecuentemente los valores entalpicos obtenidos. El andlisis de los
datos de la Tabla 19 indica una disminucién en los valores hallados para las entalpias para ambas
transiciones cuando el tiempo de almacenamiento se incrementa. Las respectivas Tp son
proporcionales a la estabilidad de la fraccion que se esta desnaturalizando en el ensayo. Las
entalpias para tiempos de almacenamiento comprendidos entre ¢ y 22 dias fueron 1,40 y 0,67 J/g
de SSL para las transiciones con Tp de 124,2 (I) y 147,6°C (II) respectivamente.

Tabla 19: Datos correspondientes a SSL almacenado a —80°C analizado en DSC en condiciones
anhidras, dando los termogramas mostrados en la Figura 24. El % de desnaturalizacién fue

calculado como [100*(AH, -AH)/AHy).

Y&

110,6-137,7

0.2 1 1242+ 1,3
I 143,5-154,6 1476+09 0,67+0,08 0
I 111,2-131,1 1239+08 1341005 4,3
% I 143,4-155,1 1493+14 0,64+0,02 45
. I 110,6-129.8 1230+18 120+0,04 143
I 143,7-155,3 1500+0,6 0,58+0,03 134
121 I 110,5-130,2 1230+18 1,10£0,06 214
I 143,3-155,5 1498+1,1 0,55+0,01 17,9

S1 consideramos que €l 17.6% p/p del SSL es proteina la entalpia extrapolada a proteina
pura es de 7,95 y 3,81 J/g de proteina pura. La entalpia total del sistema (11,76 J/g de proteina)
resulta ligeramente mayor (8,9%) al valor publicado 10,8 + 1,2 J/g de proteinas (Sorgentini y
Wagner, 1999). Esta diferencia puede explicarse porque estas proteinas no fueron aisladas y,
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como se menciono la liofilizacion en presencia de anicares resulta menos desnaturalizante debido
al efecto crioprotector de los aziicares presentes en el SSL (=55% p/p).

Si analizamos ¢l comportamiento de ambas subtransiciones identificadas empleando la
relacion [100*(AH, -AH)/AH,).para calcular ¢l % de desnaturalizacién (referencia SSL no
almacenado), podemos cuantificar los cambios debido al almacenamiento. Los valores mostrados
en 1a Tabla 19 indican que ambas transiciones se ven afectadas de manera similar con el
almacenamiento, Una simple regresion por minimos cuadrados (r=0,95) de los datos indica
(asumiendo una relacién lineal entre % de desnaturalizacion y almacenamiento) que seria
necesario un almacenamiento superior a 515 dias para alcanzar un % de desnaturalizaciéon del
100% para ambas transiciones.

Estos resultados indican que el SSL, conservado a temperaturas de -80°C, y protegido de la
luz sufre cambios como la recristalizacién de azicares y también la desnaturalizacion de
proteinas, ambos fenémenos posiblemente relacionados.

Cabe aclarar que a diferencia de los valores publicados (Sorgentini y Wagner, 1999)
comespondientes a proteinas de suero de soja aisladas y analizadas en DSC en dispersiones
acuosas al 20% p/p, los datos presentadas en este apartado fueron calculadas a partir de
termogramas de SSL con un 17,60 % p/p de proteina, analizados en condiciones anhidras, razén
por la cual solo obtengo informacion proveniente de los componentes mas abundante. Se vio que
los datos obtenidos a partir de termogramas de dispersiones acuosas al 30% p/p de SSL dan
valores que se asemejan mas a los publicados, son mas ficiles de visualizar, y proveen nueva
mformacién con relacién a la cinética de deterioro y la identidad de los factores mas afectado
durante el almacenamiento.

Los termogramas de dispersiones acuosas (30% p/p) de SSL se muestran en la Figura 25 v
sus datos en la Tabla 20.
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Figura 25: Termogramas de dispersiones acuosas (30% p/p) de SSL almacenado a -80°C
por los periodos que se indican antes de realizar la hidratacion;. los termogramas estar dispuestos
de forma tal que el tiempo de almacenamiento aumenta desde la curva superior hacia la inferior
FAK: Factor antitriptico de Kunitz; L: subunidades de Lectina. Las masas de SSL dentro de cada
capsula son los siguientes: (mm): 3,87 mg; (s} 521 mg; (w—): 4,73 y (=—): 4,64.

De manera similar a lo visto en ¢condiciones anhidras, el SSL. se resuelve en dos transiciones
importantes que corresponderian segin los datos bibliograficos, la primer transicién con Tp
81,9°C £ 0,7 al factor antitriptico de Kunitz (FAK) y la segunda a mayor temperatura (Tp 93,0°C
+ 1,3) a la lectina (L). Estos valores resultan cercanos a los determinados por otros autores
(Sorgentimi y Wagner, 1999) por DSC para dispersiones acuosas de proteinas de suero de soja
aisladas, Tp (FAK) 74,0 + 0,5°C y Tp (L) 90,4 + 0,8°C. El desplazamiento de las transiciones
hacia temperaturas mayores en nuestro caso se debe fundamentalmente al alto contenido de
glacidos en SSL (= 55% p/p) y sales que producen una estabilizacién ténmica de las proteinas de
suero. La presencia de agua hace posible ademas identificar transiciones minoritarias con Tp de
1080 £ 1,6°C y 1222 £ 1,0°C que podrian corresponder a la desnaturalizacién de fracciones de
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alta estabilidad térmica presentes en el suero como es el factor antitriptico de Bowman-Birk
(FABB), factor que es mas estable al calor debido a su bajo PM (8 kDa) y contener en su
estructura 7 puentes di sulfuro que lo estabilizan. La Tp obtenida para FABB (Sigma) en
dispersiones acuosas (30% p/p) fue 1288 £+ 1,2°C,

Tabla 20: Datos correspondientes a los termogramas mostrados en la Figura 25, Se analiza los
efectos ocasionados por el almacenaje a 80°C sobre las pnncipales fracciones proteicas presentes
en ¢l SSL analizadas en DSC en dispersiones acuosa al 30% p/p. FAK: Factor antitriptico de
Kunitz; L: Lectina. El % de desnaturalizaciéon fue calculado como [100*(AH, -AH)/AHy).

g Viempo de gy
almacenamiento
8 -80°C (Dias)’ ina)
0-12 FAK 585-832 8193x0,73 5,10x0,11 0
L  832-1050 9305+126 631+0,18 0
158 FAK 599-83,5 7731+0,66 3,56+ 008 30,2
L  835-1066 92481028 444+007 29,6
233 FAK 582-845 79,58+056 295+0,16 422
L 8451045 91511034 4,12+0,11 34,7
297 FAK 632-842 78874143 1461029 714
L 8431019 91361047 3251001 485

La entalpia total del SSL en presencia de agua (11,41 J/g de proteina seca) produce un valor
mas cercano al de proteinas aisladas pero que ain es ligeramente superior (5,6 %), a los valores
publicados, ratificando una estructura mas nativa de las proteinas en el SSL que las mismas en
estado aislado. Los procesos de precipitacion con sales, ¢l desalado por didlisis y la congelaciéon
son manipulaciones que afectan en gran medida a las proteinas de suero de soja. Se han
informado grados de desnaturalizaciéon superiores al 40% al trabajar en forma simultinea con
proteinas de suero y globulinas de almacenamiento (Sorgentini y Wagner, 1999). Nuevamente
bay que considerar un posible efecto crioprotector debido a los azicares del SSL (55 p/p)
durante 1a liofilizaci6n.
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El grado de desnmaturalizacién calculado para FAK y L durante el almacenamiento
confirman los hallazgos obtenidos al realizar el estudio DSC en condiciones anhidras: a) tiempos
de almacenamientos a -80°C inferiores a los 150 dias afectan de manera similar a ambas
fracciones proteicas, b) el almacenamiento prolongado revela un comportamiento diferencial para
FAK yL; a 233 y 297 dias la desnaturalizacién es de 42 y 71% para el FAK y de 35 y 48% para
L respectivamente.

Estos resultados indican que ¢l factor mas termolabil en presencia de agua también es el
mas afectado durante el almacenamiento en estado hofilizado. Los termogramas obtenidos en
presencia de agua, confirman la estabilidad del SSL en las condiciones de almacenamiento. Las
regresiones lineales a partir de estos ensayos indican que se requiere entre 450 y 620 dias
(r=0,98) para una desnaturalizacion total. La presencia de agua, confirma la estabilidad del SSL
almacenado en las condiciones utilizadas, indicando una estabilidad superior; las cinéticas de
deterioro del SSL pueden verse en la Figura 26.

Si se comparan los comportamientos térmicos en ausencia (Figura 24; Tabla 19) y presencia
de agua (Figura 25; Tabla 20), se nota que para SSL con agua la transicién entilpicamente mayor
(L) se ubica a mayor temperatura, mientras que en condiciones anhidras lo hace a menor
temperatura, Este ¢s un indicio que permite inferir que la transicion térmica I en estado Liofilizado
corresponde a la desnaturalizacion de lectina. A fin de probar esta inversién en las estabilidades
térmicas al pasar del estado anhidro al hidratado y determinar fehacientemente la identidad de las
transictones I (rango 111-138°C; Tp 124°C) y IT (143-155°C; Tp 148°C), se realizaron estudios
DSC en presencia de agua sobre muestras de SSL antes y después de ser sometidos a
calentarnientos en estado hiofilizado.

107



R & D — Comportamienio térmico del suero de soja

8 - ol
™ | ]
=
i -
a
o )
-
w4 -
2
S
: b S
W, | - ]

0 100 200 300 400 500 600

Almacenamiento (dias)

Figura 26: (®): AH, para L (muestra: SSL anhidro, Tabla 19 expresados en J/g de proteina).
(m): AHy para L (muestra: dispersion acuosa 30% p/p de SSL, Tabla 20). Los valores

experimentales se expresan junto a sus desvios estindar y las rectas son las calculadas por
minimos cuadrados.
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5. SUERO DE SOJA LIOFILIZADO TRATADO TERMICAMENTE

El suero de soja liofilizado SSL fue calentado hasta distintas temperaturas finales como
fue indicado en Materiales y Métodos (secciéon 2.7.3). Las temperaturas maximas alcanzadas
fueron 90, 120, 130, 140, 150, 180 y 210°C,.resultando las muestras SSLC comrespondientes
(SSLC 90°C a SSLC 210°C).

5.1 Caracteristicas macroscépicas de SSL y SSLC

El SSL anhidro se presenté como un polvo color arena formado por particulas sueltas. El
SSLC tratado térmicamente entre 90-120°C presentd ligera aglomeraciéon e intensificacién del
color original; entre 130-140°C se form6 un caramelo de un color pardo-rojizo que alcanzé su
mixima coloracién, compactacién y pegajosidad entre 150-180°C, temperatura que se
corresponde con ¢l miximo de glicosilacion; calentarmiento superiores a 200°C producen la
carbonizacién del SSL. SimultAneamente el tratamiento térmico disminuyé la solubilidad del
SSLC en agua; por esta razén para SSLC con tratamientos térmicos superiores a 150°C se
implement6 un paso de hidratacion over-night. Los porcentajes p/p recuperados (referidos a la
masa de SSL inicialmente colocada dentro de la capsula de DSC) fueron cercanos al 90% para
tratamientos térmicos por debajo de 140°C, disminuyeron al 80% para 150°C alcanzando el
minimo porcentaje de recuperacion para 180°C (maxima de glicosilacién y pegajosidad).

5.2 Azicares en suero de soja liofilizado tratado térmicamente

El anilisis de los densitogramas de las TLC de SSLC revela que la cantidad de azicares
libres (= drea total) disminuye entre 90 y 130°C (Tabla 21). Tratamientos térmicos mas intensos
(140-150°C) confirman esta disminucién en la cantidad de carbohidratos totales, pero ademis
revelan la aparicién de una nueva fraccién de mayor Rf (Rf=0,96 £ 0,01) la cual puede atribuirse
a productos generados por la degradacién de Maillard y/o caramelizacién, Como consecuencia de
las reacciones que llevan a la formacién de polimeros (agregados proteicos detectados por SDS-
PAGE, como se analizard en la seccién 5.3), y la generacién de productos de degradacion los
hidratos de carbono originalmente presentes en el SSL disminuyen drasticamente con el
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tratamiento térmico (Figura 27). Notar que los productos de degradacion, se manifiestan luego de
tratamientos térmicos intensos; sin embargo cuando lo hacen involucran el 85,5 y 85,7 % de los
carbohidratos detectados por TLC en las muestras de SSL calentado hasta 140 y 150°C,
respectivamente.

Tabla 21: Datos obtenidos a partir de los densitogramas de las TLC de suero de soja liofilizado
con y sin tratamiento térmico. * corresponde a productos de degradacion.

HESTrR upmmas Ry €5 peciey amomamae: A reas

ividualess

SSL 0,72 16,84 16,84

SSLC (90°C) 0,72 15,60 15,60
- SSLC (120°C) 0,71 721 721

SSLC (130°C) 071 3,55 3,55
- 0,71 0,41

SSLC (140°C) 2,83
: *0,95 42

0,70 0,14
SSLC (150°C) 0,98
*0,96 *0,34
SSLC (180°C) - — _—
3 =

Ya hemos analizado que = 55% p/p del SSL esta formado por aziicares; hay presencia de
otros componentes (proteinas<18% p/p) y que estos azlcares son mayoritariamente
oligosacaridos. Sin embargo el comportamiento depende del la intensidad del tratamiento térmico
aplicado, veremos que luego de tratamientos térmicos a baja temperatura donde se fundieron los
cristales presentes, se¢ observa muy poca tendencia a la cristalizacion, (el SSL calentado hasta
90°C no cristaliza luego del enfriamiento). Sin embargo para tratamientos térmicos mas
enérgicos ocurren otros fenémenos como la glicosilacién de las proteinas presentes; se produce la
liberacién de agua, hay hidrélisis de oligosacaridos (y polisacaridos solubles presentes en la
harina y que fueron extraidos) y descomposicion. Esta hidrélisis aumenta la cantidad de azicares
tanto en molaridad como en porcentaje (por cada unién glicosidica rota hay una molécula de agua
que se adiciona); finalmente cuando se alcanzan altas temperaturas (140-180°C) hay
descomposicion.
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Figura 27: Ajuste a un modelo sigmoideo de la cantidad de azicares libres (= drea total)
determinados por TLC

5.3 Estado de agregaci6n y glicosilacion de las proteinas de SSL y SSLC

En la Figura 28 se puede observar la imagen de un ensayo SDS-PAGE realizado sobre
muestras de SSL sin calentamiento y sometido a calentamientos hasta distintas temperaturas
finales (90 a 180°C). El suero no calentado presenta dos bandas mayoritarias que comresponden a
hemaglutinina (III) y factor antitriptico de Kunitz (IV). Estas especies proteicas disminuyen a
partir de un calentamiento a 140°C y a 180°C pricticamente desaparecen como consecuencia de
la formacitn de agregados proteicos de alto PM (bandas que no entran al gel separador).

Para un mejor analisis se realizaron densitogramas de los geles, los cuales se muestran en la
Figura 29. Estos estudios permitieron realizar una cuantificaciéon en la disminucién de las
diferentes bandas (identificadas en SSL no calentado) debido al tratamiento térmico y precisar el
orden de las susceptibilidades térmicas de las diferentes especies proteicas al tratamiento ténmico.
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Figura 28: Electroforesis en condiciones disociantes (SDS-PAGE) de muestras de svero de

soja liofilizado (SSL) con diferentes calentamientos. NC: suero no calentado. Se indica la
temperatura final alcanzada por el SSLC. PM: patrén PM.
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Figura 29: Densitogramas de los perfiles electroforéticos de la Figura 18, en los cuales se
grafica la intensidad de las bandas en funcién de la distancia de migracién por las distintas
especies proteicas. Las siglas utilizadas tienen los mismos significados que en 1a Figura 19

Las fracciones halladas en SSL sin tratamiento térmico corresponden a;: Una primera
transicion que en realidad es doble y se forma de una fraccién mas pesada (manifestada en la

112



R & D - Suero de soja liofilizado calentado

electroforesis como una banda al comienzo del gel separador y en el densitograma
correspondiente como un hombro que corre menos), con un PM superior a 86 kDa formada por
lipooxigenasa (90-100 kDa), agregados de glicoproteinas presentes en la harina de soja mas las
formadas por los procesos de manipulaciéon, especialmente los pasos de congelacién-
crioconcentracion-sublimacion-evaporacion que pueden favorecer ¢l proceso de glicosilacion,
Esta fraccion mas pesada tiene un PM que apenas le permite pasar el gel de apilamiento pero le
impide desplazarse por ¢l gel de acrilamida al 12% y otra fraccion mas liviana de unos 80 kDa, la
cual si migra un poco por el gel.

El grupo de transicion II puede atribuirse a la § amilasa (PM 57 kDa), la cual se resuelve en
el gel como dos fracciones de 55,5 y 55.6 kDa respectivamente; la transicién III corresponde a las
subunidades de lectina de (PM 30-35 kDa), y las transiciones IV y V con PM entre 21000-8000
Da correspondientes a los factores antitripticos de Kunitz y Bowman-Birk respectivamente.

El tratamiento térmico del SSL hasta 90°C no produce mayores cambios. Tomando como
referencia las 4reas halladas en SSL no calentado podemos cuantificar la susceptibilidad térmica
de cada fraccion realizando el cociente del area obtenida para una fraccidn hiego de un
tratamiento térmico determinado y el valor comrespondiente en SSL no calentado. De esta forma
para la pequeiia transicién II, atribuible con base a su PM a la B amilasa, lnego de un tratamiento
térmico hasta 90°C la relacién es de 0,74, luego de un tratamiento hasta 120°C la relacion es de
0,57 y luego de 140°C esta relacion se reduce a 0,02, Esta reduccion puede atribuirse a reacciones
de agregacion o que la proteina pierde capacidad de ser coloreada por cambios conformacionales,
Como la cantidad de proteina sembrada es igual en todas las “calles”, entonces las intensidades y
por ende las dreas obtemidas son proporcionales a éstas; por lo tanto estas relaciones resultan ser
una estimacion de la cantidad remanente de una dada fraccién proteica luego de un dado
tratamiento térmico.

Un anilisis similar para la fraccién III (subunidades de lectina) arroja valores de 1,00
(90°C); 0,96 (120°C) y 0,49 cuando el tratamiento térmico alcanzan los 140°C. Finalmente el
factor de Kunitz (banda IV) resuita ser la fraccién menos afectada con valores de 0,99 (90°C);
0,97 (120°C) vy 0,80 para 140°C. Este factor antitriptico resulta ser el menos modificable por
tratamiento térmico en condiciones anhidras; se sabe que es muy estable, tolera rangos de pH
comprendidos entre 3,0-10,0 y presenta ademis una relativamente alta estabilidad térmica en
condiciones de baja humedad (Koshiyama, 1981), condiciones predominantes en un suero de scja
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liofilizado. Estos cambios se manifiestan como una pérdida de tonalidad en las bandas (visto en
los geles) y por una reduccién en el area de los densitogramas correspondientes. De esta forma

la estabilidad frente a la agregacion térmica dio en el orden: f-amilasa (A) = lipoxigenasa
(Lx) < lectina (L) < factor antitriptico de Kunitz (FAK).

Un incremento en el tratamiento térmico aplicado al SSL aumenta la extensién de la
reaccion de Maillard, y genera consecuentemente productos de condensacién de PM cada vez
mayor. Hasta 120°C esta fraccion mas pesada aim logra pasar el gel apilador mientras que luego
de un tratamiento térmico hasta 140°C los agregados adquieren un PM que determina que se
queden en el lugar de siembra (Figura 28), mientras que en ¢l densitograma se manifiesta como
un pico que se separa y aparece mas a la izquierda. Debido a la presencia simultdnea de proteinas
y de HC es probable que estos sean agregados proteicos formados por la reaccién de Maillard
durante los tratamientos térmicos, debido a lo cual podrian tratarse de glicoproteinas,

Cuando el tratamiento térmico alcanza 140°C se obtiene un patrén simplificado formado
por: agregados (I); subunidades de lectina (IH) y IV (FAK).

De los ensayos en condiciones desnaturalizantes y reductoras (2-ME) resultd el gel
mostrado en la Figura 30. En su densitograma (Figura 31) son identificadas las siguientes bandas:
Banda I, muy pequeila (los agregados son disociables con 2-ME); banda II puede atribuirse a 1a p
amilasa (PM 57 kDa); la III corresponde a las subunidades de lectina de 30 kDa, mientras que las
bandas IV y VI corresponden a los factores antitripticos.

La relacion de areas entre 1 y III de SSL no calentado fue de 1: 2,46 para SDS-PAGE,
mientras que en condiciones reductoras dicha relacién cambia a 1: 6,62 (sembrando 44 pg
proteina/calle) o 1:15,51 (sembrando 22 g proteina/calle; gel mostrado). Esta diferencia
cuantifica la reduccion relativa de la transicién 1 (agregados) por accion del agente reductor, ya
que la transicién III (subunidades de lectina) no es afectada por el agente reductor por carecer de
puentes disulfuro.
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Figura 30: PAGE en condiciones disociantes (SDS) y reductoras (2-ME) de suero de soja
liofilizado con diferentes tratamientos, Nomenclatura similar a la Figura 28.
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Figura 31: Densitogramas correspondientes a los perfiles electroforéticos de 1a Figura 30
PM.: patrones de PM; NC: No calentado La nomenclatura de las bandas es la ya utilizada.

Los PM correspondientes a la muestra SSL sin calentar fueron de 81,8 kDa para la fraccion
I; 59,8 kDa para la II; 33,4 kDa para la III; 18,6 para la IV, mientras que para la fraccion V
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conteniendo factores antitripticos mas pequefios (FABB) y polipéptidos el PM fue menor a 15,4
kDa. El PM de los agregados que atraviesan el gel apilador pero casi no migran por el gel
separador estin comprendidos entre 97,5 a 107,0 kDa.

La presencia del agente reductor no modifica la agregacién de las diferentes especies, sin
embargo el andlisis de una temperatura intermedia (130°C) permite precisar la manera en que se
producen los cambios. La amilasa (A) continua siendo la fraccion proteicas mas temolavil con
una marcada disminucién para 120°C y desapareciendo para 140°C. Para la fraccion I (lectina)
la relacion de érea (referencia SSL no calentado) sin agente reductor fue 0,96 (120°C) y 0,49
(140°C), mientras que con el 2-ME fue 0,95 (130°C) y 0,45 (140°C); finalmente el FAK (I1V)
resulta ser la fraccién mds termo resistente con relaciones de 1,00 (90°C) 0,95 (120°C), 0,93
(130°C) y 0,56(140°C) y casi desapareciendo (0,1) luego de un tratamiento hasta 150°C en
condiciones reductoras.

El tratamiento térmico del SSL hasta 140°C determina la formacién de una gran cantidad de
agregados, los cuales en ausencia de 2-ME adquieren un PM que les impide atravesar el gel
apilador y determina que se queden en el lugar de siembra; el agente reductor, rompe los S-S
permitiendo que los agregados alcancen el comienzo del gel separador, pero casi no migran por
este. Por esta razon hay un incremento en la intensidad en la parte superior del gel que alcanza su
méximo para 140°C. Este resultado indicaria que en la agregacion participan interacciones del
tipo de puentes disulfuro. Cuando el tratamiento térmico alcanza 150°C no se evidencian
fracciones proteicas, lo cual indica que todas ellas estan en un estado de agregacién avanzado.

Al tratar los geles con coloracion para glicoproteinas (Figura 32 a, b), se pudo observar
varios resultados: 1) la lectina resulta ser unica especie que se comporta como glicoproteina por
ser revelada por esta coloracion, 2) los agregados presentes tanto en el liofilizado no calentado
como en los calentados estan formados por proteinas glicosiladas, 3) la lectina desaparece casi
por completo luego de un calentamiento del suero Liofilizado a 140°C, 4) a partir de esta misma
temperatura se observa un incremento del contenido de agregados con proteinas glicosiladas que
no entran al gel apilador, y por lo tanto son de muy alto tamafio molecular.
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Figura 32: a) SDS-PAGE de SSL sin tratamiento térmico (NC) y calentado hasta las
temperaturas que se indican; las glicoproteinas fueron evidenciadas empleando la coloracion de
PAS. b) densitograma del gel a), la banda I corresponden a agregados que no entran en el gel en
tanto que la I 1o hace a la lectina.

5.4 Estado de desnaturalizacion de las proteinas de suero
Ya fue analizado por electroforesis (seccion 5.3) el efecto del tratamiento térmico sobre la
agregacion de las subunidades proteicas; se determiné que el calentamiento del SSL produce a

partir de 140°C un importante cambio en los perfiles electroforéticos debido a 1a formacién de
agregados en los que participan la lectina y factores antitripticos. En esta seccién se analizara la
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relaciéon entre dichos resultados y el grado de desnaturalizacion alcanzado por las diferentes
fracciones.

El estudio del efecto del tratamiento térmico sobre el SSL sera abordado desde dos puntos
de vistas; 1°° se estudiardn los termogramas de dispersiones acuosas (30% p/p) de SSL
previamente calentado (SSLC) en condiciones anhidras compariandose con termogramas de SSL
no calentado; el objetivo de estos ensayos fue determinar la corespondencia entre las fracciones
responsables de las subtransiciones I y I (Figura 24, Tabla 19) y las fracciones proteicas
mayoritarias presentes en el SSL (FAK y L); los resultados de estos ensayos pueden verse en la
Tabla 22.

En la 2 parte del estudio abordaremos el estudio de las proteinas aisladas por precipitacion
en frio obtenidas a partir de SSL con y sin tratamiento térmico.

Tabla 22: Los datos presentados corresponden a termogramas de dispersiones acuosas (30%
p/p) de suero de soja liofilizado calentado (SSLC). El calentamiento del SSL se realizé en
condiciones anmhidras en céapsulas comerciales de DSC selladas herméticamente tratado
térmicamente en DSC (5°C/min, hasta las temperaturas mdiximas indicadas); finalizada el
calentamiento las capsulas fueron enfriadas (hielo, 30min) antes de romper la cépsula para
recuperar la muestra. El % de desnaturalizacion fue calculado como [100*(AH, -AH)/AH,).

FAK 585832 81934073 510011 0
W L  8$32-1052 9305+126 6,31+0,18 0
FAK 59,1-839 8008+084 3474015 320
24 L 842992 9291+121 3411021 46,0
FAK 70,6854 79,11+087 1389+0,13 62,9
e L 91,1-1000 9151+115 1,14+0,06 81,9
2,01 No se registran transiciones 0 100
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Los datos mostrados en la Tabla 22 indican que L es mas afectada que KTI para un dado
tratamiento térmico. En particular, el calentamiento del SSL en condiciones anhidras hasta 140°C
(temperatura ubicada por encima de la transicion I) produce un SSLC en el cual la lectina esta
mucho mas desnaturalizada que KTI. Esto constituye la primera prueba de que la transiciones [ y
II en termogramas DSC de suero de soja liofilizado corresponden a la desnaturalizacion de la
lectina y del factor inhibidor de Kumitz y confirma que existe una inversion de las
susceptibilidades térmicas de estas dos fracciones dependiendo de si se realizan en ausencia o
presencia de agua. En otras palabras, la ansencia de agua aumentaria la estabilidad térmica del
factor de Kunitz por encima de la lectina,

En este analisis no se considera los efectos del almacenamiento debido a que todos los
ensayos se realizan en un lapso menor a los 7 dias, hecho que sumado a la lentitud de los cambios
ocurridos por el almacenamiento justifican que se desprecie

5.5 Actividad antitriptica

Debido a la naturaleza de Ia materia prima empleada (harina desolventizada no sometida a
tratamientos térmicos), la ausencia de tratamientos térmicos durante las etapas preparativas del
suero y los resultados de las SDS-PAGE de SSL y SSLC analizadas previamente es probable que
el SSL tenga los factores antitripticos activos.

Las SDS-PAGE (seccion 5.3) revelaron la presencia de fracciones proteicas que, en base a
su PM se corresponden, con ambos factores antitripticos presentes en la 50ja; a saber una fraccion
de 18-19 kDa atribuible al FAK (factor antitriptico mas abundante) y otra fraccién ubicada en la
zona de 8,0 kDa que comresponderia con el factor antitriptico de Bowman-Birk el cual fue
detectado en cantidades trazas. En dicha seccién se cuantificé la disminucién en la intensidad de
la banda IV (FAK) en muestras de SSLC. Los valores de las dreas relativas fueron calculados en
relacién a la muestra no tratada (SSL), empleando las ireas obtenidas a partir de los
densitogramas SDS-PAGE usando la expresion 100.[A/Ao]; Ao y A son las éreas
comrespondientes al FAK en SSL y SSLC respectivamente. Dichos cocientes en condiciones
reductoras adoptaron los siguientes valores 1,00 (90°C); 0,95 (120°C); 0,93 (130°C) y 0,56
(140°C) con una drastica disminucién de la intensidad para SSLC (150°C)
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Este reduccién en la intensidad de las bandas electroforéticas se corresponden con un
proceso de desnaturalizacién, fenémeno relacionado con una disminucién en la actividad
biolégica, la cual se determiné empleando un método enzimatico-colorimétrico. sobre muestras
de SSL y SSLC; en este Gltimo caso los tratamientos térmicos se realizaron en condiciones
idénticas (para tener resultados comparables) a los vistos para SDS-PAGE y se utilizé el método
de Gonzalez y Carrillo (1987) realizando un ensayo control (100% actividad proteolitica)
ausencia de inhibidores y un ensayo en blanco (0% actividad) con adicién de TCA a t=0. El %
inhibicion de la tripsina se calcul6 segun las siguientes expresiones:

DO control — DO blanco = 100% actividad (1)
DO muestra — DO blanco = X% actividad 2)
100 — X = % inhibicién (3)

Tabla 23: Actividad antitriptica (Método de Gonzalez y Carrillo, 1987) determinado en
SSL y SSLC hasta las temperaturas que se indican. La actividad antitriptica relativa (%) se
estim6 como el % inhibicion tomando como referencia al del SSL no calentado, segin la
expresion: Actividad antitriptica relaviva (%) = 100 x I'ly; donde: 1 e 1y son los % de inhibicién
de las muestras de SSLC y SSL, respectivamente: El porcentaje de agregacion para el FAK fue
estimado por SDS-PAGE (seccién 5.3), mientras que su grado de desnaturalizaciéon fue
determinado por DSC (seccién 6.2.3) empleando las expresiones 100.[A/Ao]; donde Ao y A son
las 4reas correspondientes al FAK en SSL y SSLC, respectivamente y [100%(AH, -AH)/AHy).

484143 516 100 b 100 100

50,5+32 49,5 96 100 92
523216 47,7 92 95 83
53,6137 464 90 93 56
698+46 30,2 58 56 39
932+£50 6,8 13 10
96,3 +2,7 37 7 0
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Un andlisis de los datos muestra que la actividad se reduce apenas un 10% entre 25 y 130°C;
cuando el calentamiento del SSSL alcanza los 140°C la actividad se reduce al 58% exhibiendo
una reduccion en la actividad antitriptica en un 32% con relacion a la muestra calentada hasta
130°C; y luego de 150°C la actividad se reduce al 13%. De esta manera el incremento en 20°C
entre 130 y 150°C produce una inactivacion del 77% en la actividad antitriptica, valor que se
comresponden con la drastica disminucion en la intensidad vista en los geles en la seccién 5.3.
Finalmente luego de un tratamiento térmico hasta 186°C la actividad remanente es de solo el 7%
de la que tenia el SSSL no calentado.
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Figura 33: Ajuste sigmoideo aplicado al % la actividad antitriptica (%), a la intensidad
relativa de la banda IV (FAK) detectada por SDS-PAGE y al % de desnaturalizacién determinado
por DSC en proteinas aisladas para SSL y SSLC.

Un anilisis comparativo entre la actividad antitriptica residual determinada en esta seccion
y los datos obtenidos para FAK a partir de SDS-PAGE y DSC revela la existencia de una fuerte
correlacion entre la inmactivacion biolégica de este factor antinutricional y la agregacion-
desnaturalizacién estimada a partir de los densitogramas y termogramas correspondientes.
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Puede observarse que la desnaturalizacion de FAK es previa a su agregacién, dado que
cuando se alcanza la desnaturalizacién total (150°C) resta aun un 10% del mismo sin agregar. Por
otra parte se puede ver que cuando se alcanza la agregacién-desnaturalizacién total de FAK
(180°C) queda aun un resto de actividad antitriptica (7%). Esta actividad residual es debido al
factor FABB que es mas resistente térmicamente.

5.6 Efecto del tratamiento térmico sobre el espectro de absorcién del suero
liofilizado

Por tltimo, a fin de visualizar los cambios sufridos por ¢l SSL durante los tratamientos
térmicos y defender lo postulado respecto a los procesos de glicosilacion mencionados,
emplearemos los espectros de absorcién. Es bien sabido que las alteraciones sufridas por un
alimento debidas a las reacciones de pardeo no enzimitico son muchas y abarcan cambios
funcionales, nutricionales y organolépticos; pudiendo formarse en las etapas finales pigmentos
coloreados (amarillos, rojo y/o marrones) de naturaleza coloidal denominados “melanoidinas”.
Estos pigmentos pardos (polimeros instaurados) se caracterizan por absorber radiacion en la zona
del visible del espectro sin presentar maximos ni minimos caracteristicos sino un aumento
gradual de 1a absorbancia. En la Figura 34 se pueden ver los espectros de dispersiones acuosas de
SSL y SSLC (90 y 180°C).

El SSL ain tratado térmicamente resulté relativamente ficil de solubilizar (hidratacién
over-night a 4°C) no requiriendo filtracién (excepto SSLC hasta 180°C). De esta manera el
espectro medido, corresponde al de una solucion “entera” evitando de esta forma los errores
derivados de trabajar con un extracto, los cuales pueden no extraer todos los pigmentos formados,
0 extraer un pigmento diferente al de interés (el representativo del avance de la reaccion).

Los espectros UV-visible de SSL y SSLC (Tm-130°C) seiialan que no hay cambios
significativos en la ubicacién del maximo ubicado entre 260 y 262 nm (DO 0,509 £ 0,043). Para
SSLC tratado térmicamente hasta 140°C, no se modifica la ubicacién del maximo, pero se
duplica su absorbancia (DO 1,012; 262 mm). El calentamiento hasta 150°C si produce un
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corrimiento del maximo (DO 0,987; 286 nm); mientras que para 180°C lo mis notorio es el
incremento en la absorbancia (DO 2,466; 281 nm).

Tratamientos térmicos mas intensos (200-210°C) producen la carbonizacién del SSL dando
perfiles carentes de picos. El corrimiento del maximo hacia 285 nm puede deberse a la mayor
exposicién de tirosina por desnaturalizacién proteica pero también puede interpretarse como la
formacién de S-hidroximetilfurfural (HMF), debido a las reacciones de pardeo no enzimético.
Las soluciones acuosas del HMF se caracterizan por tener un miximo principal a 285 nm
(e=16500) y otro de menor importancia a 228 nm (e=3620) situandose €l minimo de absorbancia
en 245 nm (Wolfrom y col., 1948).
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Figura 34: Curvas de absorbancia en funcion de longitud de onda de soluciones acuosas
(0,5 mg/ml) de SSL y SSLC. El SSLC fue obtenido mediante tratamiento térmico de SSL en
DSC. Para su mejor presentacion las curvas estin desplazadas en el ¢je de las ordenadas, de
manera que los valores verdaderos de absorbancia pueden verse en la Tabla 24,
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Tabla 24: La tabla especifica dos de las variables que pueden obtenerse a partir de las
curvas de absorbancia en funcién de la longitud de onda ()). Estas curvas fueron obtenidas a
partir de soluciones de 0,5 mg/ml de suero de soja sin tratamiento térmico, o tratado
térmicamente en DSC empleando una rampa de calentamiento de 5°C/min. hasta las temperaturas
maximas que se indican en la columna de la izquierda.

A'ratamiento témico ("Clox=dbicacion del maximo (nm) zumemst Absorbancia :rzepss

Tamb- 260 0,558
9% 261 0,453
120 261 0,520
130 262 0,505
140 262 1,012
150 286 0,987

180 281 2,466

Estos hallazgos se corresponden con las Caracteristicas macroscopicas mencionadas en 5.1
en las cuales ¢l SSL que originariamente presentaba un color arena, aspecto suelto y polvoriento
incrementaba progresivamente su color y su aglomeracion al ser sometido a tratamientos
térmicos cada vez mas enérgicos obteniéndose un color pardo-rojizo cuando el ensayo llegaba a
180°C (temperatura que debemos considerar de mixima glicosilacién). Tratamientos térmicos
superiores (T>>200°C) producen una carbonizacién del SSL produciendo una “pastilla negra”, que
se correlaciona con la ausencia de picos de absorcién. Las datos de absorbancia sefialan que no
hay cambios significativos en la ubicacién del miximo correspondientes a muestras no tratadas
térmicamente o tratadas hasta 90, 120, 130 y 140°C (maximo entre 260-262 nm).

El anilisis de estos resultados sugieren que una linea de estudio tendiente a determinar las
propiedades funcionales del suero de soja deshidratado con y sin tratamiento térmico, asi como
estudios nutricionales para explorar la factibilidad de uso como un aditivo alimentario, es
recomendable.
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6. PROTEINAS AISLADAS DE SUERO DE SOJA LIOFILIZADO

Para determinar la efectividad en la precipitacién y recuperacion de las proteinas presentes
en SS, se emplearon alicuotas de 1 litro, sobre cada una de las cuales se ensay6 la precipitacion de
las proteinas empleando (NH4),SO, y acetona en frio. Asimismo se obtuvieron por precipitaciéon
con acetona en frio las proteinas presentes en muestras de SSL y SSLC.

Con ACETONA sobre suero de soja Hquido:

Previa a la precipitacion con acetona de 1 1 de suero liquido se realizé un ensayo a menor
escala (sobre 10 ml de suero de soja) empleando las mismas proporciones y condiciones
posteriormente usadas (relacion SS: acetona de 1:1) de manera de estimar la cantidad a recuperar.
La masa obtenida de proteinas liofilizadas para este ensayo fue de 0,02143 g La cantidad de
proteina liofilizada finalmente obtenida partiendo de 1 1 fue de 2,23851 g. Esta cantidad es mas de
la esperada por simple extrapolacion, sin embargo puede explicarse debido a las menores pérdidas
porcentuales derivadas de trabajar con cantidades mayores de muestra,

El sobrenadante resultante de la precipitacién (aproximadamente 2 1 de mezcla suero-
acetona) fue almacenado (11 dias a 4°C) para determinar y cuantificar la existencia de
precipitacién adicional de proteinas por el almacenaje. La centrifugacion y posterior liofilizaciéon
rindieron 0,03638 g adicionales a los obtenidos, lo que representa (0,03638/2,23851)*100 = 1,6%
mas de proteina recuperada originaimente. Este resultado corrobora la simplicidad y rapidez de
esta técnica que precipita las proteinas en tiempos cortos (10-15 min), lo que minimiza procesos
indeseables como la desnaturalizacidn y agregacion debido al empleo de solventes.

Con ACETONA, sobre suero de soja Hofilizado:

Para el caso de SSL no tratado térmicamente, la cantidad de proteina recuperada fue de
0,02551 g (partiendo de 0,20904 g de SSL) por lo tanto el % p/p de proteina recuperada a partir
del suero liofilizado es: 0,02551*100/0,20904 = 12,2%, este resultado se ubica entre el valor de
proteina real (10,73 % p/p) y el de proteina total (17,60 % p/p).
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Con ACETONA, sobre suero lofilizado tratado térmicamente

Como se detallo en la seccién 2.7.3 el SSL fue tratado térmicamente en DSC empleando
una rampa de calentamiento de 5°C/min hasta distintas temperaturas finales; a partir de este SSL
calentado (SSLC) se obtuvieron las proteinas presentes precipitando con acetona en frio. Los %
p/p de proteina recuperada liofilizada respecto al peso seco total fueron: (13,8% p/p) partiendo de
un SSLC hasta 90°C; (15,3% p/p) para 120°C; (17,4% p/p) para 130°C; (17,5% p/p) para 140°C;
(18,5% p/p) para 150°C y (21,1% p/p) para 180°C. Si consideramos el % de recuperacién
partiendo desde SSL no calentado (T= 25°C; 12,2% p/p) los datos se ajustan a un modelo lineal

(Ec 1).

%pp=a+b*T 4y

Donde: % p/p es el porcentaje de proteina recuperada respecto al peso seco total; a: 9,71; b: 0,06.
La regresién por minimos cuadrados tiene un r = 0,95

Nota: Adicionalmente se realizé un tratamiento térmico hasta 210°C en donde el % p/p de recuperacitn fue
de 19,4 valor que no se incluye en la regresién porque este porcentaje se encuentra mas relacionado con
los cuidados y condiciones de centrifugacidn debido a que la incorporacion de la acetona no tuvo ningin
efecto precipitants a diferencia de los tratamientos térmicos més suaves debido a la carbonizacion de la
muestra luego del calentamiento.

La Ec. 1 indica que el %p/p de proteina recuperada se mcrementd con el tratamiento
térmico aplicado al SSL previo a la precipitacion con acetona. Para el caso de las precipitaciones
empleando acetona existe una relacion lineal descendente entre el logaritmo del PM y el % viv de
acetona utilizado, cuando la precipitacion s¢ realiza a 0°C y a pH ligeramente icido (Scopes,
1982). Como las condiciones de precipitacién empleadas en este trabajo fueron siempre las
mismas, un incremento en la masa recuperada se puede interpretar como el incremento del peso
molecular promedio de las especies precipitadas o el aumento de especies con ¢l PM critico para
su precipitacion. El incremento en el porcentaje de recuperacion respondié a la formacién de
agregados glicosilados, detectados por SDS-PAGE y coloracion de PAS (seccion 5.3)

El estudio de las proteinas precipitadas con acetona desde SSL y SSLC presenta la banda ITT
de 30 kDa comrespondiente a las subunidades de lectina cuando la proteina se obtiene a partir de
SSL; esta banda se reduce dramaticamente para la proteina obtenida desde SSLC (90°C) con un
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simultineo incremento en la intensidad de las bandas en la zona de PM cercana al FAK. Se
postula como una posible explicacién que, previo al tratamiento térmico hay agregados presentes
en los que participan tanto la lectina como el FAK; la lectina por ser una glicoproteina tiene una
mayor facilidad para glicosilarse, esto significa que se liga o une a dichos agregados por medio de
sus azicares a una temperatura menor que otros componentes proteicos (factores antitripticos),
por esta razén la lectina es la fraccién proteica mas afectada luego del tratamiento térmico mas
suave ensayado (90°C).

Se verd luego (6.2.3) que la lectina es efectivamente precipitada a partir de SSLC
conservando estructura suficiente, como para ser determinada en ensayos de DSC en dispersiones
acuosas (30% p/p en agua). Podemos postular que los agregados retienen lectina para tratamientos
térmicos suaves y libera factores antitripticos para tratamientos térmicos mas enérgicos (120 y
130°C). Tratamiento mis drasticos (T>140°C) ocasionan la desaparicion de las bandas
correspondientes a los factores antitripticos lo que se interpreta como una desnaturalizacion de los

MisSmos.

Con (NH4)»S0,, sobre suero de soja liguido:

La cantidad de proteinas recuperada luego de la precipitacion con la sal, posterior didlisis y
liofilizaciéon de 1000 ml de suero de soja fue de 1,86664 g. Si tomamos como base de
comparacién el valor de proteinas total (5,28 mg de proteinas/ml de SS), las cantidades
idealmente recuperadas desde 1000 ml debio ser 5,28 g de proteina aproximadamente; de esta
manera los rendimientos comparativos fueron:

Precipitacion con acetona el rendimiento fue de (2,23851*100)/5,28 = 42,40%.
Precipitacion con (NH4);SOy4 el rendimiento fue de (1,86664*100)/5,28 =35.35%.

Los resultados muestran que aunque la recuperacién con solvente es un poco mis efectiva
que el obtenido precipitando las proteinas con sal, los porcentajes de recuperacién son en todos
los casos menores al 44% (del valor de proteina total) ain considerando la recuperaciéon extra
obtenida por almacenaje a temperatura de heladera para el caso de la precipitacién con acetona.
Esta disparidad entre los resultados ya fue encontrada durante el anilisis composicional del SSL
en la seccion 3.2, en donde el contenido de proteina total (17,60 + 0,04 % p/p) fue
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substancialmente mayor al valor de proteina real (10,73 £+ 0,09 % p/p) determinada empleando el
método de Lowry en precipitados libres de azicares obtenidos con TCA al 12%. Esta diferencia
encontrada es causada por la presencia en ¢l SS de material nitrogenado de bajo PM el cual no es
efectivamente precipitado aun en estas drasticas condiciones.

El mejor rendimiento hallado en la precipitacién con solvente puede explicarse en funcién
de 1a mayor simplicidad y menor nimero de pasos involucrados en esta metodologia, lo que evita
pérdidas por manipulacién. Debido a la rapidez, simplicidad y mayor rendimiento, se opto por
obtener y estudiar las proteinas obtenidas mediante precipitacién con acetona. Cabe aclarar que
las proteinas aisladas con (NH;):SO, presentaron un aspecto mas fino y suelto, en contraste con
las proteinas obtenidas mediante precipitacién con solvente de aspecto mis compacto y
granulometria mas gruesa. El aspecto de las proteinas con acetona y el incremento en el
porcentaje de recuperacion respondié a la formacién de agregados glicosilados (seccibén 5.3)

6.1 Electroforesis de las proteinas precipitadas con acetoma desde suero

liofilizado

Los ensayos SDS-PAGE de las proteinas aisladas desde SSL y SSLC (Figura 35 a y b)
revelan que estdn presentes la mayor parte de las proteinas identificadas en SSL. Es decir la banda
I (agregados que no entran al gel separador), III (Lectina) y las bandas IV y V comespondientes a
los factores antitripticos de Kunitz y Bowman-Birk respectivamente. Estas proteinas aisladas ain
sin tratamiento térmico, presentan un alto grado de agregacion; la relacion agregados: L se
incrementa de 0,41: 1 para las SDS-PAGE de SSL a 2,14: 1 para las proteinas aisladas. Esto
puede atribuirse al método de aislamiento utilizado que incluye la precipitacién con acetona, lo
cual induce la agregacién proteica. Un andlisis densitométrico revelé que las proteinas aisladas
desde SSL no calentado se distribuyen de la siguiente forma: 45% (agregados), 26% (FAK), 21%
(subunidades de lectina), y 8% proteinas y péptidos (PM<14,6 kDa). Cuando se analizan las
muesiras calentadas el estado de agregacion es aiun mayor.

El tratamiento térmico mas suave ensayado (90 °C) produce una notable disminucién de la
banda [II correspondiente a las subunidades de L y un incremento simultineo en la intensidad de
las bandas en la zona de PM cercana al FAK,
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Intensidad relativa
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Figura 35: a) SDS-PAGE de proteinas precipitadas con acetona en desde SSL y SSLC; se
indican las miximas temperaturas alcanzadas por SSL durante el tratamiento térmico. b)
Densitogramas correspondientes; debajo del densitograma correspondiente a la muestra NC se
incluye (en linea continua) una de las lineas de base utilizadas para determinar los limites de las
respectivas bandas; la ubicacién de dichos limites se resalta por medio de lineas punteadas
verticales y se mantienen practicamente inalterados hasta 150°C.,
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A partir de los densitogramas se elaboré la Tabla 25 y con ella se calcul6 1a relacion para las
diferentes fracciones (referencia no calentado). Para la SSLC a 90°C: 0,99 para agregados, 1,04 y
1,42 para FAK y proteinas de PM<14,6 kDa y de 0,34 para L indicando una merma de 66%; esta
reduccion puede atribuirse a reacciones de agregacion mediadas por glicosilacién o interacciéon
con otros componentes del suero. Para 120°C las bandas correspondientes a los factores
antitripticos disminuyen por agregacién y se alcanza la maxima intensidad en la zona de bajo PM.
La relaciones de areas resulto: 0,95 (agregados); 0,30 (L), 0,96 (FAK) y 1,69 para la fraccidn de
PM<14,6 kDa. El tratamiento hasta 130 °C afecta en mayor medida a las proteinas ubicadas en la
zona de bajo PM; las relaciones para dicho tratamiento térmico fueron: 0,99 (agregados); 0,28
(L); 0,82 (FAK) y 1,25 para la fraccién proteica de PM< 14,6 kDa.

Tabla 25: Datos correspondientes al andlisis de los densitogramas de la Figura 35 b; los
valores entre paréntesis surgen de la relacion: 100*(Ai/Ao). Ai: Area correspondiente a una dada
fraccién; Ao: Area comrespondiente a la muestra no calentada. Ej. Para la muestra calentada hasta

90°C el valor entre paréntesis surge de: 100*1828/1838=99,46%.

"Tratamieato Agregados  Lectina Kunitz  PM<14,6  Area total .
L Térmico kDa 1
No tratads Imtorvalo (mm) 66228 228397 397579 579673
3 Afcas parciales 1838 862 1062 309 4071 (100%)
90°C  Intervalo(mm)  6,622.8 228397 397579 57,9613
Arcas parciales 1828 (99%) 292 (34%) 1108(104%) 440 (142%) 3669 (90%)
T 120°C Intervalo (mm)  6,6228 228397 397579 579673
Areas parciales 1751 (95%) 258 (30%) 1022 (96%) S22 (169%) 3554 (87%)
I30°C Intervalo (mm)  6,6228 228397 397579 579673
Avcas parciales 1825 (99%) 239 (28%) 871 (82%) 388 (125%) 3323 (82%)
T140°C Imtervalo (mm) 66227 22,396 39,6580 580673
Aveas parciales 1656 (90%) 236 (27%) 908 (85%) 407 (132%) 3207 (19%)
T ISC | Intervalo(mm) | 66227 25,1395 396580 380613 .
Arcas parciales 1699 (92%) 197 (23%) 682 (64%) 152 (49%) 2730 (67%)
180°C Intervalo (mm) 9,025 25,2494 45,6795
Arcas parcisies 2120 (115%) 527 1110 3757 (92%)
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Trabajando con el producto liofilizado entero no hay cambios apreciables hasta los 120°C;
mientras que con las proteinas aisladas ain a la temperatura mas baja ensayada (90°C) se observa
una notable disminucién en la banda IH (lectina). Esta diferencia se debe a que la L levemente
modificada por calentamiento suave forma agregados facilmente por el efecto de la acetona y que
esta tendencia a la agregacién aumenta con la temperatura de tratamiento. El incremento de las
bandas correspondientes a los factores antitripticos se debe a la interaccion de los mismos con
componentes menores (péptidos) que en presencia de SDS se disocian aumentando la intensidad
en la zona de bajo PM

T Te130
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Figura 36: a) ME-SDS-PAGE de proteinas precipitadas con acetona en desde SSL y SSLC;
hasta las temperaturas maximas indicadas. b) Densitogramas comrespondientes;

Intensidad relativa
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Se postula que los agregados retienen L en tratamientos térmicos suaves y libera factores
antitripticos para tratamientos térmicos mas enérgicos (120 y 130°C). Los tratamientos térmicos
superiores a 140°C producen reacciones de descomposicion de los agregados con produccion de
especies proteicas que entran al gel separador y la desnaturalizacién de los factores antitripticos
responsable de la inactivacién enzimdtica, Ambos cambios en los geles son mas pronunciados
cuanto mayor es la temperatura alcanzada por el liofilizado

Para una mejor interpretacion del efecto del tratamiento térmico sobre las proteinas se
recurre al andlisis de los densitogramas correspondientes (Figura 35 b). El trazado de una linea de
base adecuada que comprenda la zona de interés (97<PM<10 kDa) delimita una serie de bandas
correspondientes a las diferentes fracciones proteicas. Para las proteinas obtenidas desde SSL los
agregados se comesponde con la fraccidn que tiene una distancia migrada (D) entre 6,6 y 22.8
mm; L se ubica entre (22,8<Dy<39,7mm); FAK (39,7<Dp<57,9 mm) mientras que la fraccion
con PM< 14,6 kDa se corresponde con (57,9<Dy<67,6 mm). El trazado de sucesivas lineas de
base reveld que los limites se mantienen practicamente inalterados hasta 150 °C fue utilizado para
el anilisis de las muestras provenientes de SSLC. La Tabla 25 condensan los resultados de este
analisis.

Los perfiles obtenidos en las SDS-PAGE sin y con mercaptoetanol fueron practicamente
similares lo que sugiere que en la formacion de los agregados participan umiones covalentes
diferentes a las disulfuro lo que apoya la mediacién de reacciones de glicosilacion pudiendo
identificarse las siguientes bandas: I (PM>88,3 kDa) correspondientes a los agregados; la 111 (34-
36 kDa) atribuible a las subunidades de lectina, la IV (18-20 kDa) correspondiente al FAK y una
banda V (PM< 13 kDa) muy tenue que contiene entre otros al factor antitriptico de Bowman-Birk.
Este ultimo factor antitriptico no se evidencia con agente reductor porque su estructura esta
estabilizada por siente puentes disulfuro que se reducen con el uso del 2-ME.

Empleando como referencia la muestra no tratada térmicamente se halla una relaciéon de
areas entre las transiciones III (lectina) y IV(Kunitz)} de 1:1,2 tanto en ausencia como en presencia
del agente reductor; sin embargo luego del tratamiento térmico més suave aplicado (90°C) esta
relacién se incrementa a 1:4 aproximadamente dando cuenta de la drastica reduccién de la
transicion III debido a la susceptibilidad térmica de las subunmidades de lectina frente a
tratamientos térmicos relativamente suaves. Esta relacion se mantiene proxima a 1:4 luego de
tratamientos térmicos comprendidos entre 120 y 140°C y recién luego de 150°C cae a 1:3.4. Un
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anélisis del comportamiento térmico de la transicién IV (Kunitz) indica una reduccion apreciable
en la relacién de dreas luego de un tratamiento térmico hasta 140°C, temperatura a partir de la cual
se detecta una reduccion de la actividad antitriptica.

6.2 Proteinas precipitadas con acetona de suero de soja liofilizado tratado

térmicamente

6.2.1 Recuperacién de muestras SSLC

El tratamiento térmico del suero de soja liofilizado se realiz6 en la celda DSC siguiendo
los procedimientos detallados en 2.7.3 empleando una velocidad de calentamiento de 5°C/min.
Los datos de estos ensayos pueden verse en la Tabla 26.

Tabla 26: Resultados obtenidos a partir de los tratamientos térmicos utilizados para obtener
el SSLC. A masa = 100*(m,, -m¢)/m,; m, y m¢ corresponden a las masas de SSL dentro de la
céipsula antes y después de Ia corrida en DSC. % de recuperacién = 100*mz/m,; my = masa de
SSLC recuperada desde la cdpsula de DSC

Temperatura seleccion: Puei AR
; . 7 ecuperaciomy

- en DSC (°C)/ iR . _
9% -0,023 99,3

120 0,024 97,6
130 +0,140 90,5
140 +0,197 874
150 +0,052 80,5
180 +0,072 68.4
210 +0,081 82,7

A los largo de este trabajo se adopté como norma pesar todas las capsulas antes y después
de cada cormda, correlacionando buenos resultados cuando el parametro A masa se encontraba por
debajo de 0,5 tanto para ensayos con muestra liofilizada como en dispersiones al 30% p/p en
agua. Este parametro fue utilizado para estimar la estanqueidad en el sellado de la cipsula; en
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estos ensayos los valores obtenidos fueron menores a 0,2%, lo que ¢s equivalente a una variacién
de 0.2 mg por cada 100 mg. El % de recuperacion se relaciona con las caracteristicas (textura,
pegajosidad, etc.) del SSLC obtenido, la minima recuperacion se encuentra a 180°C y corresponde
a una muesira tipo caramelo con ¢l maximo de glicosilacién alcanzado. El incremento posterior en
el porcentaje de recuperacién se explica por el hecho que cuando la muestra se carboniza se
obtiene una “pastilla carbonosa” que se desprende con facilidad de la cipsula y facilita su

recuperacion.

6.2.2 Observaciones macroscopicas

La intensidad del tratamiento térmico determina tanto el porcentaje de recuperacion como
los cambios en observados en el SSLC. Como se menciono6 en 5.1 el SSL se presenté como un
polvo de color arena formado por particulas sueltas; los SSLC obtenidos luego de tratamientos
entre 90-120°C presentaron ligera aglomeracion e intensificacién del color original con
porcentajes de recuperacion cercanos al 100%. Entre 130-140°C se formé un caramelo de un color
pardo-rojizo mientas que la recuperacién se ubicd entre el 85-90%; entre 150-180°C el caramelo
alcanza la maxima compactacion y coloracién mientras que el porcentaje de recuperacion alcanza
su minimo; finalmente, a 200°C ocurre carbonizacién del SSL que facilita su recuperacion a partir
de las capsulas luego del proceso de enfriado (hielo, 30 min).

6.2.3 Comportamiento térmico de las proteinas precipitadas con acetona

Estudios por DSC de dispersiones acuosas de las proteinas aisladas de SSL y SSLC dieron
los termogramas que se muestran en la Figura 37, los datos se muestran en la Tabla 27. Las
proteinas obtenidas desde SSL no calentado producen termogramas compuestos por dos
transiciones con temperaturas de pico (Tp) de 74,2 £ 0,6 y 93,3 + 0,2°C, las cuales corresponden
al FAK y L respectivamente La eliminacién de las sales y aziicares presentes en ¢l suero produce
la disminucién en las Tp de las transiciones analizadas. Para FAK la Tp disminuyé de 81,9 £ 0,7
en SSL a 74,2 + 0,6°C para las proteinas aisladas. Para L dichos valores fueron 93,0 + 1,3°C en
SSL y 93,3 + 0,2°C en proteinas aisladas. Estos valores son muy préximos a los valores obtenidos
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en otros trabajos (Sorgentini y Wagner, 1999) correspondientes a los termogramas de estas
proteinas desaladas precipitadas con sulfato de amonio.

Las Tp para proteinas precipitadas con acetona fueron 0,2 y 2,9°C mayores para FAK y L
respectivamente que los valores informados obteniendo las proteinas mediante precipitacién con
sales. Estas diferencias se deben a que la precipitacién con acetona en frio induce a la formacién
de agregados en mayor grado que el sulfato de amonio. Este mayor estado de agregacion se
comresponde con los resultados del PAGE y el aspecto granuloso de las protenas obtenidas
mediante precipitacién con solvente. La formacién de agregados produce un efecto estabilizante
de las proteinas frente al tratamiento térmico. Este estado de agregacion en la lectina hace que su
desnaturalizacion ain en ausencia de sales y aziicares se produzca a una temperatura mas alta que
la esperada.

Cuando analizamos las Tp de las proteinas obtenidas a partir de SSLC (Tabla 27)
encontramos un comportamiento diferencial en la medida en que el tratamiento térmico previo a
la extraccion de las proteinas se hace m4s intenso. Mientras que la Tp se incrementa para FAK
disminuye para L. Si las TP dependieran exclusivamente del estado de agregacion ambas Tp
deberian verse incrementadas. El comportamiento observado se debe a la presencia de cambios
conformacionales adicionales a la agregacién como la ghcosilacion que producen las
modificaciones de estabilidad observadas. También hay que considerar que las interacciones con
otras substancias presentes en el suero (polifenoles, sales y péptidos) modifiquen la estabilidad
térmica de las subunidades de lectina. El anlisis de los datos de la Tabla 27 sefialan a 120°C
como un valor que determina un cambio en el comportamiento térmico del SSL. Tratamientos
térmicos menores a este valor como 90°C producen un mayor efecto sobre el FAK con un grado
de desnaturalizacién = 8%. Al llegar a 120°C la situacién cambiaba dristicamente. El FAK
presenta un grado de desnaturalizacion del 17%, mientras que para la L dicho valor asciende al
21%. Esta diferencia se amplia para 130°C alcanzando valores de 44 y 57% para el factor de
Kunitz y ia lectina respectivamente. Finalmente, luego de tratamientos térmicos hasta 140°C se
llega a una desnaturalizacién de 61% para el factor de Kunitz y del 100% para la lectina, este
ultimo resultado confirma la inversién térmica hallada durante los tratamientos térmicos de SSL
realizados en condiciones anhidras, en donde la estabilidad térmica del KT1 se eleva por encima
delaL.
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Al analizar los termogramas correspondientes a las proteinas provenientes de SSLC y las
electroforesis de las mismas proteinas, se aclara lo ocurrido con la lectina. Las SDS-PAGE de las
proteinas obtenidas desde SSLC (90°C) revelan una notable disminucién en la intensidad de la
banda correspondiente a las subunidades de lectina mientras que la transicién térmica atribuible a
lectina presenta una entalpia similar a la del SSL no calentado. Este resultado corrobora que en las
proteinas de suero precipitadas con acetona la lectina esta presente, pero en forma de agregados
sin variar su grado de desnaturalizacion
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Figura 37: Termogramas de proteinas de SSL y SSLC analizadas en agua al 30%. Los
tatamientos térmicos aplicados al SSL previo a la obtencion de las proteinas fueron los siguientes:
(=) Toau; (=) 90°C; () 120°C; (=), 130°C; () 140°C; () 150°C. Junto a
cada termograma se indica la masa de proteina seca dentro de cada capsula.

Existe correlacion entre los ensayos DSC con dispersiones acuosas de SSL y SSLC al 30%
p/p y los analizados con dispersiones acuosas de proteinas obtenidas desde SSL y SSLC. Los
porcentajes de desnaturalizacién para el FAK fueron 32,0 y 44,2 (tratamiento térmico hasta
130°C) y 62,9 y 60,6 (tratamicnto hasta 140°C), respectivamente. Por otro parte la transicion
correspondiente a 1a lectina los porcentajes de desnaturalizacion fueron 46,0 y 56,7 (130°C) y 81,9
y 100% (140°C) respectivamente.
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Tabla 27: Valores de Tp, entalpia y grado de desnaturalizacion para Lectina y factor de
Kunitz calculados a partir de los termogramas DSC de la Figura 37,

Factor antitriptico de Kunitz f |
Muestra Tp CC) Entalpia (%) de i
(J/g Prot) desnaturalizacién
100 (AHg- AH)/AHgl
SSL 74206 2,08+ 0,21 0
SSLC90°C " 754+02 1,92 +0,12 Ey
-SSLC 120°C 7520, 1,72 £ 0,06 173
SSLC 130°C 786+04 1,16 040 442
SSLC 140°C 79.8+0,2 0,82+0,32 60,6
SSLC 150°C - - 100
Muestra Lectina
. SSL 93,30, - ,08£0,1
SSLC 90°C 957+1,1 2,34 +024 0
SSLC1200C 913+0, 1,64£041 1,77
SSLC 130°C 91,807 0,90 +£0,14 56,7
- SSLC 140°C 3 - o s 100
| SSLC 150°C — - 100 ]

6.3 Grado de glicosilacién de las proteinas aisladas desde suero de soja

liofilizado tratado térmicamente

Como se detallé en la seccion 2.7.5 se determiné el grado de glicosilacion (GG) de las
proteinas precipitadas con acetona desde SSL y SSLC (90-180°C) Para ello se prepararon
soluciones acuosas (10 mg/ml} de las proteinas liofilizadas en agua destilada y se determiné el
contenido de proteinas y carbohidratos empleando los métodos de Lowry y Dubois
respectivamente. De manera similar a lo ocurrido al preparar soluciones acuosas de SSLC para
otros ensayos {TLC, espectro UV-Visible) se observé una disminucién en la solubilidad, en este
caso de las proteinas obtemidas, en la medida en que se intensificaba el tratamiento térmico
aplicado al SSL previo a la obtencion de las proteinas. Por esta razon se determiné el contenido de
proteinas y carbohidratos en las soluciones enteras y centrifugadas. Los datos de dichos ensayos
se encuentra en la tabla 28
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Tabla 28: Determinaciones de HC (Dubois) y proteinas (Lowry) realizadas sobre soluciones
acuosas (10 mg/ml) enteras y centrifugadas de proteina liofilizada precipitada con acetona en frio
desde SSL y SSLC (90-180°C). GG: grado de glicosolacion se calculé como a/(10.b)
ppeommene- S0lucion centrifugada -
" R (10.000 rpm, 15 min)
mg de prot/ml  pgde HC/ml mg de prot/ml
@ (b)

GG g
{mg HC/100

roteina

25 7042+35  98+035  5739+23 7,89+0,10 7127
90 10154428  716+041 8479427  56240,13 15,09
120 97735+42 872+076  7191,0+31  555+031 14,25
130 9402437  674t060 7790124  4,06+028 19,19
140 771,7+32  656+086 629255  2,70+0,13 23,30
150 11159+53  560+079  9322+38  2,71+0,14 34,40
180 14137 +41 5164013  1130,5+44  1,82+0,11 62,11

sl

Un anilisis de los datos de 1a tabla permite determinar, que luego de la centrifugacién se reduce la
cantidad de azicares detectada, quedando soluble el 81,97 + 1,36% de la cantidad detectada en la
solucion sin centrifugar. Por otra parte la cantidad de proteina soluble (soluciones centrifugadas)
disminuye de forma lineal:

[Proteina]=a+b*T (2

Donde: [Proteina] expresada en mg/ml; a: 9,22; b: 0,041, La regresion por minimos cuadrados
tiene un r = 0,95. Este resultado concuerda con las observaciones realizadas, luego de dejar 24 hs
la solucién de proteina en la heladera o luego de una centrifugacién la cantidad de insoluble crece
con el tratamiento térmico. Con relacion al GG de las proteinas este se duplica luego del
tratamiento térmico mas suave ensayado (90°C), esto corresponderia a la glicosilacion de las
subunidades de lectina, las cuales como se vio en 6.1 y 6.2.3 forman agregados de manera que ya
no se revelan en su posicién habitual (desplazindose hacia regiones de mayor PM), pero sin
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desnaturalizarse (los termogramas de estas proteinas tienen entalpias similares a las provenientes
de SSL); desde 120°C en adelante el GG crece, al igual que la masa recuperada de manera lineal:

GG=a+b*T (3

Donde GG: grado de glicosilacién expresado en mg HC/100 mg de proteina; a: -87,44; b: 0,820,
La regresién por minimos cuadrados tiene un r = 0,99,
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7. EFECTO COMBINADO DEL TRATAMIENTO TERMICO Y DEL
ALMACENAMIENTO SOBRE EL SUERO LIOFILIZADO DE SOJA

7.1 Sobre la cristalizacion de aziicares y desnaturalizacién proteica

Los efectos del tratamiento térmico con posterior almacenamiento en condiciones de HR=0
serAn analizados tanto en condiciones de confinamiento (cdpsula cerrada) como de no
confinamiento (capsula abierta); en ambos casos los tratamientos térmicos fueron realizados en
condiciones de confinamiento colocando la muestra dentro de cipsulas comerciales de DSC y
tratando las mismas hasta 180°C (temperatura en que se alcanza el méximo del pico de
glicosilacién) a 5°C/min con inmediato enfriamiento en hielo y almacenamiento en desecante.
Ambos termogramas ubicados en la parte superior de la Figura 38 se comresponden con tiempos
de almacenamiento de 125 dias; por lo visto en 4.2.2 para tiempos de almacenamiento superiores
a los 54 dias se evidencia la transicién Fa correspondiente a la fusion de cristales de azicares sin
glicostlacion (generados por recristalizacion durante el almacenamiento a —80°C) ubicada a 67°C
y las transiciones [ y Il con Tp de 124 y 148°C correspondientes a la desnaturalizacion de lectina
y factor de Kunitz respectivamente.

El tratamiento térmico aplicado en este 1¥ ensayo de DSC ocasiona en primera instancia el
ablandamiento del sistema seguido de la fusion de los cristales de aziicares y luego la
glicosilacién con sinultdnea desnaturalizacion de las proteinas presentes. Por lo tanto es de
esperase que si se les da tiempo estos productos de pardeamiento no enzimético induzcan una
cristalizacion diferente de los azicares, dependiendo tanto de las condiciones (confinamiento o
no) como del tiempo de almacenamiento en desecante a Tump. Las caracteristicas térmicas de la
nueva forma cristalina adoptada serdn evidenciadas en el 2% ensayo DSC. El analisis de los
termogramas permite afirmar que para tiempos de almacenamiento muy cortos (2 hs.) los
termograma obtenidos adoptan una forma similar a los del 1* ensayo pero sin la presencia de las
transiciones (Fa), (I} y (II), por fusién de azicares y desnaturalizacién de las proteinas presentes
respectivamente.
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Figura 38: Los dos termogramas ubicados en la parte superior (r) y ()
corresponden al tratamiento térmico en condiciones de confinamiento aplicado al SSL hasta

180°C (rampa 5°C/min.). Los termogramas inferiores corresponden a las mismas céapsulas
analizadas en las mismas condiciones pero almacenadas cerradas a Tamb. en desecante durante
los siguientes tiempos; (mm): 2 hs; (===} 15 dias. Se indican las masas de SSL empleadas.

La explicacién para este comportamiento es simple; el tiempo de almacenamiento
simplemente no es suficiente como para permitir ninguna clase de reordenamiento estructural.
Por el contrario, luego de un almacenamiento mas prolongado (15 dias) se forman cristales de
azicares con una estructura bastante estable, lo que se traduce en una transicién con alta Tp (Tp
de 161,9°C); transicién que presenta ademas una elevada entalpia de fusion (AH de 1272 J/g de
liofilizado). Esto se corresponde con un fenomeno de nucleacion y cristalizacién facilitada por la
presencia de agua que es generada durante el tratamiento térmico y permanece retenida dentro de
la capsula por el sellado de la misma y que puede producir cristales hidratados los cuales tienen
menor T¢que los correspondientes cristales anhidros.

Algunas temperaturas de fusion de azicares puros tanto en su forma anhidra como
hidratada determinadas por DSC (Weast, 1986) son los siguientes: La D-glucosa anhidra
(monosacérido) tiene una T de 146°C, temperatura que se reduce a 86°C para la o-D-
glucosa.xH,O; entre los disacaridos podemos mencionar el caso de la maltosa que en estado
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anhidro funde en un rango comprendido entre 160 a 165°C mientras que en su forma hidratada
maltosa.xH,O se reduce a 102-103°C o la a,a-trehalosa cuyo rango de fusion se ubica entre 214 a
216°C, rango que se reduce para la a,a-trehalosa.x2H,0 a 103°C.

Estos valores apoyan el hecho que la presencia de pequefias cantidades de agua durante la
cristalizacién pueden permitir la formacidn de especies cristalinas hidratadas, las cuales tienen Ty
sensiblemente menores a la correspondientes formas anhidras; ademéas hay que tener presente que
uno de los saciridos tipicamente presentes en soja es la rafinosa, la cual tiende a hidratarse con 5
moléculas de agua, especie que tiene una T de 80°C determinada por DSC (Roos, 1993). De esta
forma tenemos en un comienzo dentro de la capsula de DSC un ambiente con HR=0; en la
medida que la temperatura se eleva (durante el 1 tratamiento térmico) se produce en una
primera instancia la fusion de los cristales de azucares (alrededor de 60°C); fusién que termina
aproximadamente cuando se alcanzan los 75°C. En este rango de temperatura puede haber
también hberacion de agua constitucional, lo que incrementaria la a,,. Cuando T>100°C aumenta
la produccién de productos de Maillard por lo que se forma furfural, hay hiberacion de NH;, H,O
y CO, los cuales en condiciones de confinamiento (capsula cerrada) quedan atrapados
modificando la HR (HR>0).

Con el enfriamiento y almacenamiento se produce la adsorcion de vapor de agua en
atmosfera con HR>0 de manera que los cristales formados en estas condiciones estin en una
matriz con a,~>0 por tanto, se produciran cristales hidratados los cuales funden a temperaturas
menores que los correspondientes cristales anhidros. Este comportamiento se relaciona también
con la composicion det SSL, en ¢l cual los glicidos son los componentes mayoritarios y guardan
una relaciom sacarosa: oligosacaridos tipicos de la soja (emsayos por TLC) de 6:1; si
consideramos al SSL como una mezcla ideal formada unicamente por estos dos tipos de aziicares
(sacarosa y rafinosa, en las relaciones vistas), con las suposiciones adicionales que no
interaccionen entre si y las entalpias de fusion sean aditivas, el calculo teérico de la entalpia de
fusion daria: 0,85%118 J/g + 0,15*138 J/g = 121 J/g valor semejante al experimental (127,2 J/g).

El estudio en condiciones de confinamiento se realizé abriendo las cdpsulas para recuperar
el SSLC luego del tratamiento térmico y la etapa de enfriamiento y almacenando ¢l SSLC en
atmésfera deshidratante de manera de facilitar la eliminacién de la humedad generada; los
termogramas comrespondientes a estos ensayos se muestran en la Figura 39.
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En estas condiciones de no-confinamiento cuando la muestra se saca fuera de la capsula y
se coloca en equilibrio con el desecante, se observa que luego de un tiempo de almacenamiento
de 12 dias aparecen dos transiciones III (Tp= 147,4°C; AH= 3,2 J/g SSL) y IV de mayor tamaiio
(Tp=190,1°C; AH=21,8 J/g SSL). Si ¢l almacenamiento se prolonga, vemos que luego de 22 dias
ambas se unifican en una tinica transiciéon (V) con mayor temperatura y entalpia de fusién (Tp de
200,5°C; AH de 78,1 J/g de liofilizado seco).
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Figura 39: Los dos termogramas ubicados en la parte SUPErior (w) y ()
corresponden al tratamiento térmico en condiciones de confinamiento aplicado al SSL hasta
180°C (rampa 5°C/min.). Los termogramas inferiores corresponden al SSL almacenado a Tamb.
fuera de la capsula en desecante durante los siguientes tiempos: (=) 12 dias; (=) 22 dias.
Junto a cada termograma se indican las masas de SSL empleada en cada ensayo; los valores entre
paréntesis indican la masa de SSLC recuperada y de partida para los termogramas superior €
inferior respectivamente.

Resulta evidente que la posibilidad de eliminar agua juega un papel importante tanto en la
formacién como en la temperatura de fusion de los cristales de azicares. Considerando tiempos
de almacenamiento similares (12-15 dias), con la capsula cerrada la cantidad de cristales es seis
veces superior (AH=161.9 J/g liofilizado) que con céapsula abierta (AH=25 J/g liofilizado). Para
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esto asumimos que area ~ entalpia ~ masa de cristales formados. Con relacion a la estabilidad de
los cristales formados en condiciones de confinamiento los cristales tienen una Tp casi 30°C
menor que cuando la cépsula esta abierta, considerando para este 2% caso la transicion més
importante.

El analisis en conjunto de los valores de entalpia y temperatura de las transiciones, indica
que en condiciones de confinamiento se forma una cantidad 6 veces mayor de cristales pero
menos estables debido a la retenciéon del agua. Se sabe que las temperaturas de fusién de los
cristales son altamente dependientes del contenido de agua, por el efecto plastificante de este
(Roos, 1995). Los cristales de azicares con un mayor contenido agua de hidratacién se funden a
temperaturas mas bajas que los mismos en estado deshidratado.

En condiciones idénticas de almacenamiento (no-confinamiento), podemos analizar el
fenémeno de recristalizacién. En la Figura 39 puede verse que las dos transiciones que aparecian
luego de 12 dias de almacenamiento del SSLC con el desecante se unifican en una tinica
transicion luego de 22 dias de almacenamiento; esta nueva transicion a la que denominamos (V)
Se postula que esta variacién se debe tanto a fendmenos de recristalizacion asi como a la
ehminacion del agua y su consecuente efecto plastificante como consecuencia de su
almacenamiento en desecante.

7.2 Sobre la estructura microscopica del suero liofilizado

Habiendo determinado las temperaturas en las cuales se producen los principales cambios
al nivel de las proteinas y de los oligosacinidos del SSL, se quiso determinar que cambios
morfolégicos se producen luego de alcanzar las muestras esas temperaturas: 90°C (temperatura
necesaria para fundir los cristales de azicares formados durante ¢l almacenamiento a —80°C),
140°C (temperatura que corresponde con ¢l fin de la desnaturalizacion de la lectina se ubica justo
a la mitad del gran pico exotémico de glicosilacion), 180°C (punto de maxima glicosilacién) y
finalmente 210°C (reacciones de descomposicién y carbonizacién).
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Figura 40: Termogramas de SSL; los tratamientos térmicos fueron realizados hasta
temperaturas claves (previamente determinadas segin las regiones detalladas en 4) a fin de
analizar su efecto sobre la morfologia de las muestras (estudio por ESEM). Las masas se indican
junto a cada termograma y las maximas temperaturas alcanzadas en los tratamientos térmicos
fueron; (m—) 90°C; (mm—) 140°C; (mm—) 180°C; (==)210°C.

El SSLC recuperado a partir de las capsulas luego del tratamiento térmico (DSC, 5°C/min)
y posterior enfriado (hielo, 30 min.) se conservaba en desecante hasta el momento de la
microscopia. Al momento de hacer estos ensayos el tiempo de almacenamiento del suero
liofilizado era de 81 dias; por lo visto en 4.2.2 para un almacenamiento mayor de 50 dias se
manifiesta la transicion correspondiente a la fusion de azicares Jo cual indica en la Figura 40
como “Fa”. También se sefialan las inflexiones comrespondientes a la desnaturalizacién de la
fracciones I (lectina) y II (FAK).
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Figura 41: Microscopia ¢lectronica de barmido ambiental (ESEM) de muestra de suero de
soja liofilizado no tratado térmicamente analizado con un aumento de 290X. El aspecto de la
muestra es el de una matriz amorfa con una distribucién de tamaifio de granulos causada por el
proceso de molienda propiamente dicho; en la parte inferior de la micrografia se inserta una barra
de referencia de tamaiio de 150 pm.

La Figura 42 muestra una matriz amorfa de aspecto similar a la muestra no tratada
térmicamente (Figura 41) pero con la formacién de puentes (indicados en la micrografia como
“B”) que conectan y unen porciones del liofilizado que antes del tratamiento térmico se
encontraban separadas
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Figura 42: ESEM de muestra de suero de soja liofilizado tratado térmicamente hasta 90°C; la
misma fue analizada con un aumento de 400X y se incluye en la parte inferior una barra de
referencia de tamafio de 100 pm.

Debemos considerar que cuando el tratamiento térmico alcanza los 90°C se funden los
cristales de azicares presentes y esta union entre porciones del liofilizado previamente separadas
se corresponde con las observaciones macroscdpicas en que luego de un tratamiento térmico
suave como éste el aspecto cambia de un polvo fino a una granulometria similar a la de azicar

rubio.
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Figura 43: Microscopia electrénica de barrido ambiental de muestra de suero de soja
liofilizado tratado térmicamente hasta 140°C; la misma fue analizada con un aumento de 400X. La
maftriz presenta un aspecto mas estructurado, con la aparicion de huecos y cristales, indicados
como “H” y “C” respectivamente en la micrografia.

La Figura 43 muestra un aspecto que se aleja al de una matriz totalmente amorfa o amorfa
con la presencia de puentes “B” anteriormente vistas para dar paso a una matriz mas estructurada.
En esta micrografia puede verse que lo que se insinuaba como puentes que conectaban porciones
discretas del liofilizado ahora se define como los limites de huecos (indicadas como “H” en la
micrografia) formados en la matriz. Estas cavidades dejadas en la matriz son las “huellas™ dejadas
por los productos gaseoso generados durante la reaccion de Maillard
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Figura 44: Microscopia electronica de barrido ambiental de muestra de suero de soja
hofilizado, tratado térmicamente hasta 180°C; la misma fue analizada con un aumento de 400X,
presenta un aspecto mas compacto (que el anteriormente observado para tratamientos térmicos
menos intensos), y cuenta con la presencia de las mismas estructuras; puentes y huecos, indicados
como “B” y “H” respectivamente, pero con una cantidad muy superior de cristales indicados
como “C” en la micrografia. Al pie de la misma se incluye una escala de referencia de 100 pm.
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Figura 45-d

Figura 45: Microscopia electrénica de bamrido ambiental de muestra de suero de soja
liofilizado, tratado térmicamente hasta 210°C; la misma fue analizada con los siguientes
aumentos: a) 160X; b) 240X; ¢) 430X y d) 1300X. Debajo de cada una se incluye una referencia
de tamafio, las mismas son de 300, 200, 100 y 35 um para las Figuras a, b, ¢ y d respectivamente.

Estos productos pueden ser gases preexistentes eliminados (CO;, O2) o puede haber adoptado ese
estado como consecuencia del desprendimiento de vapores gemerados por tratamiento térmico
(H20, NH;). De esta manera, durante el tratamiento térmico ocurre en forma simultinea la
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reaccion de pardeo no enzimatico la cual genera productos gaseosos que no pueden escapar (por
el sellado de la capsula); lo que ocasiona un anmento de la presion dentro de la capsula. Esto
gases bajo presion se acumulan y formar burbujas las cuales deforman el material (hecho también
facilitado por la alta temperatura que incrementa la plasticidad de la matriz) y originan las
cavidades que persisten luego del enfriamiento originando los huecos vistos. También puede
observarse la aparicion de pequeiias cantidades de cristales las cuales se indican como “C” en las
Figuras 43y 44

En la Figura 44 puede observarse un notable incremento en ¢l nimero de cristales (indicados
como “C”). Evidentemente el tratamiento hasta alta temperatura induce a que, una vez enfriada la
capsula, los azicares cristalicen con mas facilidad. Si bien hasta ¢l momento se suponia que
180°C es la temperatura en la que se producen fenémenos de glicosilacién, no hay razones para
suponer que estos procesos tenga influencia sobre la tendencia a la cristalizacion de los aziicares,
sino por el contrario, si estos toman parte de una glicosilacién quedarian menos libres para
cristalizar. A fin de explicar Ia mayor tendencia a 1a formacion de cristales de aziicares en el SSL
cuanto mayor ¢s la temperatura a la que se somete, se deben recurrir a otras hipdtesis. En
principio, sabemos que mas del #55% p/p del SSL es de aziicares (proteinas<18%) y que estos
son mayoritariamente oligosacaridos. En segundo lugar ya observamos que tienen muy poca
tendencia a cristalizar, lo cual qued6 demostrado pues en el SSLC (90°C) donde se fundieron los
cristales presentes, no cristalizan luego del enfriamiento. Se puede suponer entonces que a una
temperatura alta como es 180°C se puede producir en presencia del agua liberada la hidrdlisis a
especies (monosacandos y/o disacaridos) con mayor tendencia a cristalizar. Esto también se
observa para SSLC hasta 210°C (Figura 45). Se puede observar cnando ¢l aumento es suficiente
(430-1300X) que los cristales son de forma cibica o rémbica con un tamafio de 4-6 um de lado.
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8. CONCLUSIONES

» El secado del suero de soja por liofilizacion facilita las operaciones de almacenamiento,
manipulaciéon y posterior tratamiento térmico destinados a la inactivacién de los factores
nutricionalmente indeseables, sin alterar la composicion relativa de los componentes
originariamente presentes.

> El rendimiento global en la obtencién de suero liofilizado fue elevado, mientras que el
rendimiento alcanzado para el suero liofilizado calentado dependié de la intensidad del
fratamiento térmico.

» Un proceso a escala industrial destinado a obtener suero deshidratado térmicamente
tratado podria combinar ambos procesos mediante una etapa de concentracion seguido de
una secado por Spray.

» El suero de soja resulto ser un subproducto altamente diluido (extracto seco < 4%) que al
ser liofilizado se concentra 34 veces para producir un polvo con una relacién 3: 1 para
carbohidratos y material nitrogenado; también contiene sales, minerales y otros
componentes minoritarios.

» En el suero liofilizado la mayor parte de los ghicidos presentes corresponden a sacarosa y
los oligosacaridos rafinosa y estaquiosa tipicos de la soja.

» Las especies proteicas mayoritarias son la hemaglutinina (lectina) y ¢l factor antitriptico
de Kunitz; aunque también se identificaron lipoxigenasa, amilasa y factor antitriptico de
Bowman-Birk.

» Las proteinas en el suero liofilizado conservan una estructura mas nativa en comparaciéon
con las proteinas aisladas debido al efecto crioprotector de los aziicares presentes.

» El suero liofilizado contiene agregados en los que participa tanto la lectina como el factor
de Kunitz, dichos agregados estan estabilizados tanto por uniones disulfuro como por
uniones no covalentes (glicoproteinas).

» El suero liofilizado tiene una Tg ubicada entre —3,3 y —2,7°C dependiente de la presencia
de trazas de humedad; las reacciones de glicosilacion, desnaturalizacién y descomposicion
ocurten a temperaturas superiores a 100°C.
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En las dispersiones acuosas de suero liofilizado o de las proteinas aisladas a partir de este
el factor antitriptico de Kunitz se desnaturaliza a menor temperatura que la lectina. La
presencia de sales y aziicares produce una estabilizacién de ambas fracciones proteicas.

En estado anhidro hay una inversion en las estabilidades relativas, de manera que la lectina
es la fraccion que se desnaturaliza primero y se acompaiia de un substancial incremento en
las estabilidades de ambas fracciones.

El almacenamiento del suero liofilizado a temperaturas muy por debajo de la Tg es
apropiado para su conservacion durante varias semanas.

El almacenamiento prolongado (meses) en dichas condiciones produce por lado la
cnistalizacion y recnistalizaciéon de los azicares presentes que se revela como una
endoterma de fusién a 65°C (= 50 dias). Por otra parte el almacenamiento ocasiona la
desnaturalizacién de las proteinas presentes.

En un almacenamiento prolongado en las condiciones mencionadas, las proteinas se
desnaturalizan siguiendo el orden dado por su estabilidad térmica en presencia de agua; es
decir el factor antitriptico de Kunitz antes que lectina.

El tratamiento térmico del suero liofilizado a diferentes temperatura finales (90 -210°C)
condujo a muestras tipo caramelo con un progresivo aumento de su color pardo-rojizo.

El cormmiento del maximo hacia 285 nm en estos caramelos puede deberse a la mayor
exposicion de tirosina (desnaturalizacién proteica) y a la formacion de 5-
hidroximetilfurfural (HMF), debido a las reacciones de pardeo no enzimatico.

En suero liofilizado tratado térmicamente hay un incremento en la formacion de
agregados, una disminucion en la cantidad de azicares libres y se generan productos de
degradacion de Maillard.

La cantidad de glicidos libres disminuye con el tratamiento térmico debido a las
reacciones de glicosilacién y caramelizacién (revelada por la formacién de furfural); los
tratamientos térmicos enérgicos producen descomposicion de los sacaridos presentes.

La estabilidad frente a la agregacion térmica de las fracciones proteicas indentificadas en
el suero liofilizado sigue el orden: B-amilasa = lipoxigenadas < lectina < factor antitriptico
de Kunitz.

Se hall6 una fuerte correlacién entre la inactivacién biolégica del factor de Kunitz y los
procesos de agregacion y desnaturalizacién ocurridos durante el tratarniento térmico. La
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desnaturalizaciéon se produce a menor temperatura que los fendmenos de agregacion-
desnaturalizacion.

La precipitacion con acetona resulté un método adecuado para obtencion de proteinas
aisladas de suero de soja, debido a su simplicidad y rapidez, con un mejor rendimiento que
el obtenido con (NH4),SO,.

La precipitacion con solventes induce un mayor estado de agregacion de las proteinas.

Las modificaciones en la estabilidad relativa de los proteinas obtenidas desde suero
liofilizado tratado térmicamente se atribuye al estado de agregacién, a los procesos de
glicosilacién y a las interacciones con otras substancias presentes en ¢l suero.

El tratamiento térmico del suero liofilizado produce la glicosilacién de sus proteinas con
incremento del PM medio. La lectina (glicoproteina) forma agregados a menor
temperatura que los factores antitripticos sin variar su grado de desnaturalizacion.

Las electroforesis reveladas con coloracién especifica para glicoproteinas confirman que
el tratamiento térmico induce reacciones de glicosilacion ¢ identifican a la lectina como la
principal proteina glicosilada.

El incremento en la tendencia a la formacién de cristales luego de ratamientos térmicos
enérgicos se atmbuye a la hidrélisis de los sacaridos presentes los cuales tienen una mayor
tendencia a cristalizar.

En los ensayos que combinan tratamiento térmico y almacenamiento resulta evidente que
la posibilidad de eliminar agua juega un papel importante en la cantidad y estabilidad de
los cristales de azicares formados.
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