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Resumen

El término okara hace referencia al residuo insoluble obtenido luego de filtrar la lechada de
soja. Particularmente, en esta investigacién, nos referimos al okara de soja cuando
hablamos del residuo obtenido luego de un proceso de extraccién alcalina sobre copos
desgrasados de dicho grano, empleando adicionalmente un proceso fisico (ultrasonido de
alta frecuencia) aplicado antes o después de la extraccion alcalina dando como resultado
las fracciones denominadas OK, S-OK y OK-S. Posteriormente, los polisacaridos del okara
pueden separarse en solubles e insolubles bajo condiciones de extraccion acida, alta
temperaturas y presion elevadas (pH 3-3,5, 120°C, 1atm en barométro). Este proceso
permite obtener una fraccidén soluble, comercializada como SSPS (soluble soybean
polysaccharides), y una fraccion insolubledenominada como ISPS (insoluble soybean
polysaccharides). Actualmente, solo existe un limitado nimero de fuentes de literatura
especifica sobre la mencionada fraccion insoluble, siendo una de las primeras en el tema la
generada por el grupo de investigacion donde se ha realizado el presente trabajo. Siguiendo
la nomenclatura utilizada para los okaras, el proceso de extraccion acida permitié la
obtencion de las fracciones ISPS, S-ISPS e ISPS-S. En el presente trabajo, ademas de la
obtencion y caracterizacion de las fracciones de okara y de ISPS, se propuso el analisis de
sus propiedades emulsificantes en sistemas O/W, preparadas a pH acido, con y sin la
adicion de sales.

En el Capitulo |, se presenta una introduccién general acerca de la composiciéon del poroto
de soja, las diferentes transformaciones industriales de importancia, los procesos de
fraccionamiento de diferentes subproductos de la industria, los procesos de
homogeneizacién destinados al desarrollo de emulsiones alimentarias y los diferentes
equipos utilizados en este tipo de proceso, y los diferentes mecanismos de desestabilizacion

de dichas emulsiones.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



En el Capitulo Il, se detallan los procedimientos de obtencion y caracterizacion fisicoquimica
(proteina bruta, electroforesis, fibra dietaria total, aziicares neutros, cenizas y humedad)
para las fracciones de okara e ISPS. Ademas, se analizaron los perfiles espectrales FTIR y
los cambios morfolégicos en sus fibras, generados como producto del proceso desonicacion
(S-OK y S-ISPS). El fendmeno de cavitacion produjo una ruptura de las estructuras de los
polisacaridos disminuyendo considerablemente el tamafio de particula de las fracciones de
los okara y aumentando su area superficial. Por otro lado, el tratamiento de sonicacion
aplicado previamente al proceso de extraccion alcalina, también pudo generar la formacion
de agregados proteicos de elevado peso molecular.

En el Capitulo Ill, se muestran las propiedades de interface (solubilidad proteica, tension
interfacial, reologia interfacial y potencial { de las diferentes fracciones de okara e ISPS.
Estas propiedades se evaluaron a diferentes condiciones de pH (3,0 y 4,5) con y sin el
agregado de sales (NaCl y CaCly).

Se observd que la muestra S-OK fue la Unica que presentd una curva de solubilidad en
funcion del pH tipo U, presentando la menor solubilidad en el punto isoeléctrico de las
proteinas de reserva (pl ~4,5). S-OK mostré una solubilidad asociada, principalmente, al
elevado contenido de estructuras proteicas relacionadas con la glicinina (11S) que
precipitaron formando agregados reversibles a través de interacciones no covalentes
durante el proceso de sonicacion. Las curvas de las fracciones OK y OK-S, demostraron la
presencia de proteinas practicamente insolubles. Por otro lado, las fracciones ISPS
presentaron mayor solubilidad que las fracciones de okara correspondientes. Esto estaria
ligado a diversos factores como la hidrodlisis proteica y/o a la desamidacion de dichas
estructuras bajo condiciones acidas fuertes, elevada temperatura y presion.

Respecto al analisis de la actividad interfacial, todas las fracciones obtenidas permitieron
una reduccion de este parametro. Particularmente, las dispersiones de ISPS, a bajas
concentraciones, presentaron una alta capacidad para aumentar su actividad interfacial.
Respecto a las fracciones de okara, dichas dispersiones, también permitieron una reduccion
importante en los valores de tension superficial en el equilibrio.

Por ultimo, las dispersiones S-OK y S-ISPS promovieron la formacién de un film mas
resistente (valores n* mas altos) con respecto a las otras fracciones. Este aumento de n*
podria atribuirse a una buena actividad emulsionante, debido a un mayor contenido de
proteinas y/o a la accién de los polisacaridos que modifican la estructura de la pelicula al
interactuar directamente en la interfaz (mediante estructuras glicoproteicas) o en la
formacion de capas externas.

En el Capitulo 1V, se describe el estudio de las propiedades emulsificantes de las diferentes
fracciones de okara e ISPS como agentes emulsificantes en sistemas O/W. Esta propiedad

fue evaluada a través de la caracterizacion 6ptica de las mismas mediante un analizador
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vertical de barrido (Turbiscan), un microscopio éptico, un analizador de tamafio de particulas
y un redmetro oscilatorio.

Las emulsiones finas formuladas con la fracciéon S-OK a pH 3,0, exhibieron tamanos de
gotas D[4,3] entre 10,7 a 12,2um. En cambio, a pH 4,5, todas las emulsiones formuladas
con las fracciones de S-OK mostraron tamafos de gotas superiores a 50 um. El incremento
del pH modificaria claramente el comportamiento interfacial de las proteinas, al igual que en
las emulsiones gruesas el pl limitaria la actividad de las proteinas, afectando la capacidad
emulsificante y aumentando el tamafio de particula inicial. Adicionalmente, el agregado de
sales no modificé significativamente el tamafio de particula inicial, sin embargo, esta adicion
genero6 una mayor estabilidad del tamafio de particula en el tiempo a pH 3,0. En condiciones
de pH 4,5, la adicion de sales permitid6 disminuir el tamafo de particula inicial.
Probablemente, las interacciones entre este emulsionante y las sales adicionadas podrian
tener un efecto importante en la generacion de un film interfacial mas resistente permitiendo
la interaccion a nivel interfacial entre las estructuras proteicas y los polisacaridos, y
manteniendo una estructura de floculos mas compacta, la cual se observé mediante el
comportamiento microscoépico y reologico de los sistema.

Por otro lado, todas las emulsiones formuladas con fracciones de polisacaridos insolubles
de soja (ISPS, S-ISPS, ISPS-S) mostraron valores iniciales D[4,3] sin variaciones
considerables a lo largo del tiempo. S-ISPS generé las emulsiones con menores tamafos
de gota durante su almacenamiento, con grados de floculacién mayores al 40% a ambos
pH. A diferencia de la fraccidn de okara, las fracciones ISPS no se vieron afectadas en forma
importante por la influencia del pH. En este tipo de fracciones, las proteinas que brindan la
actividad emulsificante no estarian relacionadas a las proteinas de reserva de la soja, y por
ello, no se ven afectadas en condiciones de pH cercanas a las del punto isoeléctrico. Por
otra parte, el agregado de sales tampoco tuvo un efecto significativo sobre el proceso de
desestabilizacion global. Estos resultados resaltan las condiciones de los polisacaridos
insolubles de soja para ser incorporados en la formulacion de emulsiones alimenticias.
También, la posibilidad de la inclusién de sales de sodio y calcio en formulaciones para el

desarrollo de emulsiones acidas.
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1.1 Soja
La soja (Glycine max (L.) pertenece a la familia Leguminosae y subfamilia

Papilionaceae. Es probablemente uno de los granos mas cultivados en el mundo. La soja,
como toda leguminosa, es capaz de utilizar nitrogeno atmosférico a través de la fijacion
biolégica del mismo haciéndola menos dependiente de los fertilizantes de nitrégeno
sintético. Aunque su primer uso comercial se relaciona a la extraccion de su aceite, en la
actualidad se la considera también por su importante contenido proteico. Adicionalmente,
la soja se ha utilizado para preparar una extensa variedad de alimentos frescos,
fermentados y secos, como el tofu, la leche de soja, la salsa de soja y el miso, tanto en
Asia como en otras partes del mundo durante muchos siglos (Probst et al., 1973).

El cultivo de soja se encuentra concentrado geograficamente en solo cuatro
paises: Estados Unidos, Brasil, Argentina y China. La produccion en estos paises
representa casi el 80% de la produccion mundial. En los Gltimos afios India y Paraguay
aumentaron su participacién en el mercado del grano (Produccion agricola mundial.
2023). Un 5% adicional se produce en diversos paises de Asia (excluyendo China) y
Africa. Entre los cultivos de semillas oleaginosas, la soja tiene una participacion de
produccion global cercana al 50%, seguida por la colza (15%), el algodon (10%) y el
mani (9%) (Pratab et al., 2004). La soja es altamente sensible a las fluctuaciones
ambientales. Entre sus tensiones abidticas, el agua es su principal factor limitante que

tiene un gran impacto en su productividad junto a la temperatura y la extension del
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fotoperiodo. En los ultimos afios, se han logrado grandes avances en la produccion y
productividad de la soja, gracias a los desarrollos de versiones transgénicas.
Particularmente, segln la Bolsa de Cereales de Buenos Aires, la produccion nacional de
este grano fue cercana a los 50 millones de toneladas durante el periodo 2019, aunque el
altimo afio se vio seriamente afectada por la falta de humedad y las altas temperaturas

presentes durante la primera mitad del ciclo del cultivo (Bolsa de Cereales, 2021 y 2023).

1.1.1. Composicion quimica de la soja

La soja seca esta constituida mayoritariamente por aceite (20%) y proteinas
(40%). En comparacion con otras legumbres, la soja presenta uno de los mayores
contenidos de dichos componentes. La materia seca restante estd compuesta por 35% de
carbohidratos y un 5% de cenizas (Figura 1.1). Otros componentes valiosos encontrados
en la soja incluyen fosfolipidos (0,2-0,6%), acidos fendlicos (0,03%), isoflavonas (0,2%

en harina), saponinas (0,5% en harina), acido fitico (1,7% en harina) y vitaminas

(Guo,2009).
Tabla 1.1.Composicion quimica del grano de soja.
Componentes Materia seca (%)
Proteinas 40
Lipidos 20
Fosfolipidos 0,2-0,6
Carbohidratos 35
Solubles 13,2
Sacarosa 2,5-8,2
Rafinosa 0,1-0,9
Estagquiosa 1,4-4,1
Insolubles 21,8
Cenizas 50
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Nota. Fuente (Guo, 2009).
1.1.2 Proteinas del grano de soja

La soja contiene aproximadamente 40% de proteinas en peso seco. Las proteinas
de soja se clasifican en funcion de diferentes criterios, como la funcion bioldgica en las
plantas, los patrones de solubilidad, etc. Seguidamente se enumeran algunas de estas

clasificaciones.

1.1.2.1 Clasificacion basada en su funcion bioldgica

11211 Proteinas metabélicas

Las proteinas metabdlicas incluyen enzimas yproteinas estructurales. Estas
desempefian un papel importante en las actividades celulares normales, incluyendo la
sintesis de las proteinas de almacenamiento. Podemos nombrar dentro de este grupo a la

hemaglutinina, los inhibidores de tripsina y las lipoxigenasas.

1.1.2.1.2 Proteinas de reserva
Las proteinas de almacenamiento se sintetizan durante el desarrollo de las

semillas de soja junto a las reservas de aceite. Durante la germinacion de la semilla
proporcionan una fuente de nitrégeno y carbono para la plantula en desarrollo. Las
proteinas de almacenamiento constituyen el 80% de las proteinas totales. En este grano,

las proteinas de almacenamiento son denominadas glicinina y -conglicina.
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1.1.2.2 Clasificacion basada en el patrén de solubilidad

1.1.2.21 AlbUminas

Las albuminas 2S son proteinas de reserva, estas estdn compuestas por varios
componentes que tienen la capacidad de inhibir tripsina y/o a-quimotripsina. Alrededor
del 80% de las globulinas se encuentran representadas por tres componentes. El primero
designado como proteina oy, €s un inhibidor principalmente de la quimotripsina. Los
otros dos, denominados proteinas a3 y o4, siendo la proteina az denominada como
inhibidor de tripsina de Kunitz (Kunitz, 1946, 1947) y la proteina a4 un isémero de
tamafio de la proteina oz con la misma actividad inmunoldgica.

Las albiminas 2S son proteinas solubles en agua y se producen ampliamente en
semillas de plantas dicotiledoneas (Youle et al., 1981). En la década de 1920, las
albuminas 2S se identificaron como alérgenos en enfermedades profesionales debido a la
presencia de casos relacionados con desordenes fisioldgicos después de su ingesta, pero
solo fueron caracterizadas como la principal fuente de alérgenos de la soja a finales de la

década de 1970 (Shewry y Pandya, 1999).

1.1.2.2.2 Globulinas

La globulina 7S bésica (Bg7S) es una de las principales globulinas de las semillas

de soja. A pesar de su doble composicion de subunidades y ensamblaje oligomérico,

4
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Bg7S tiene una estructura 3D compacta (PDB: 3AUP) que se estabiliza mediante una red
de puentes disulfuro entre cadenas e intracadenas. Bg7S comparte varios elementos
estructurales con varias proteinas homoélogas de otras semillas. Aunque constituyen una
parte importante de la semilla, presentan una funcionalidad biol6gica ain incierta (Magni
et al., 2018). Estas proteinas son solubles en solucién salina. Como en la mayoria de las
especies de leguminosas, las globulinas se clasifican en dos grupos: legumina y vicilina.
Las leguminas se encuentran compuestas por moléculas de mayor tamafio y menor
solubilidad en soluciones salinas y tienen mayor estabilidad térmica en comparacion con
las vicilinas. En las globulinas de la soja, las leguminas y las vicilinas se conocen
comUnmente como glicinina y B-conglicinina, respectivamente. Estos nombres comunes

son aparentemente derivados del nombre del género de la planta de soja (Guo, 2009).

1.1.2.3 Clasificacién basada en el coeficiente de sedimentacion

Las diferentes estructuras proteicas se encuentran asociadas entre si, por lo tanto, no
hay garantia de que se extraiga una sola fraccion pura en funcion de la diferencia en
solubilidad. Por ello, una forma mas precisa de identificar proteinas se ha basado en el
calculo de los coeficientes de sedimentacion utilizando ultracentrifugacion para separar
las proteinas de la semilla. Las proteinas de soja exhiben cuatro fracciones después de la
centrifugacion que se designan como 2S, 7S, 11S y 15S. Aqui S representa la unidad
Svedburg. Se calcula como la velocidad de sedimentacién por unidad de campo de

resistencia centrifuga basada en la ecuacién S (dc / dt) w?c donde c es la distancia desde
5
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el centro de la centrifuga, t es el tiempo y w es la velocidad angular. El valor para S
oscila entre 1 y 200, con una unidad de 10-13 segundos (Fukushima, 1991). En base a
esta forma de célculo se definen las siguientes fracciones: Fraccion 2S: representa
aproximadamente el 20% de la proteina extraible e incluye los inhibidores de tripsina
Kunitz y Bowman-Birk y el citocromo ¢, Fraccion 7S: representa el 35% de la proteina
extraible y consiste en conglicinina, a-amilasa, lipoxigenasa y hemaglutinina, Fraccion
11S: esta fraccion es la glicinina de soja y representa el 35% de proteina extraible y
Fraccion 15S: se cree que es un polimero de glicinina y representa aproximadamente el
10% de la proteina extraible (Nir et al., 1994). Esta clasificacion es solo para fines de
identificacion y de ninguna manera implican que las constantes de sedimentacion
presentan siempre valores constantes. De hecho, los coeficientes de sedimentacion
dependen en gran medida de las condiciones de composicién del tampén, pH y otros

factores (Zhao et al., 2008).

11231 Glicininay conglicinina

Estas son las dos principales globulinas de soja que difieren tanto en calidad
nutricional como en propiedades funcionales. La globulina 11S contiene 3-4 veces mas
metionina y cisteina por unidad de proteina que la proteina 7S. La proteina 11S se vuelve
méas valiosa desde el punto de vista nutricional porque las proteinas de soja son
deficientes en estos aminoacidos que contienen azufre. Las dos globulinas también

muestran diferencias considerables en sus propiedades funcionales principales, incluida la
6
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capacidad gelificante, la estabilidad térmica y la capacidad emulsionante. En general, la
proteina 11S tiene una mejor capacidad de formacién de gel que la globulina 7S. Por otro
lado, la proteina 7S tiene una mayor capacidad emulsionante y estabilizante que la
globulina 11S (Badley et al., 1975; Kohyama et al., 1995). Se ha informado que el
contenido de 11S y la proporcién de proteina 11S/7S se correlacionan positivamente con
la firmeza del gel de tofu sobre la base de los sistemas de proteina de soja purificada
(Mujoo et al., 2003; Nagano et al., 1992).Se ha encontrado que, dependiendo de las
condiciones, tanto la glicinina (11S) como la B-conglicinina (7S) pueden formar grandes

agregados cuando se calientan (Tay et al., 2005).

11232 Inhibidores de tripsina

Los inhibidores de la tripsina son inhibidores de las proteasas (como la tripsina y la
quimotripsina) que se unen a dichas enzimas y producen una disminucion en su velocidad
de escision. Los inhibidores de tripsina aislados de la soja son de dos tipos: el inhibidor
de tripsina de Kunitz (TI) y el inhibidor de Bowman-Birk (BB). Los mismos estan
asociados con las proteinas de almacenamiento en la semilla (Herkelman et al., 1993).

El inhibidor de Kunitz fue primero aislado y cristalizado por Kunitz, realizando una
extraccion acuosa sobre la soja y precipitando el inhibidor con alcohol. Tiene un peso
molecular entre 20 y 25kDa, con una especificidad dirigida principalmente hacia la
tripsina. Se demostro que el inhibidor se combina estrechamente con la tripsina de forma

estequiomeétrica, es decir, 1 mol del inhibidor inactiva 1 mol de tripsina. La secuencia de
7
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aminoacidos muestra que tiene 181 residuos de aminoécidos y dos enlaces disulfuro, con
un sitio reactivo en los residuos Arg®® e 11e** (Guo, 2009).

Por otro lado, el inhibidor de Bowman-Birkse aislo primero extrayendo granos con
una solucion de alcohol al 60% y precipitando el inhibidor con acetona. Es una fraccion
insoluble en acetona en contraste con el inhibidor de Kunitz insoluble en alcohol. Tiene
un peso molecular de aproximadamente 8kDa. La secuencia de aminoacidos mostré que
es una cadena polipeptidica Unica de 71 aminoacidos que incluye siete enlaces disulfuro.
El inhibidor de BB es capaz de inhibir tanto la tripsina como la quimotripsina en sitios
reactivos independientes, estando el sitio reactivo de tripsina en los residuos Lys™ y Ser"’
y el sitio reactivo de quimotripsina en Leu* y Ser®®. La conformacion (estructura
secundaria) de este inhibidor tiene 61% de lamina 3, 38% de forma desordenada, 1% de
giro By 0% de forma helicoidal, lo que sugiere que tiene una conformacion estable
incluso después de que los enlaces disulfuro se rompen por calentamiento (Pérez et al.,

2003).

1.1.2.3.3 Lectina

Las lectinas, también conocidas como hemaglutininas, son proteinas que poseen una
afinidad especifica por ciertas moléculas de azucar. Dado que en la mayoria de las
membranas celulares animales existen restos de carbohidratos, las lectinas pueden unirse
a estos grupos receptores si presentan una estructura adecuada. Como lo indican sus

nombres, las hemaglutininas o lectinas pueden caracterizarse y detectarse por su accion
8
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sobre los glébulos rojos: la capacidad de aglutinar las células sanguineas (Peumans et al.,
1995).

Las lectinas se caracterizan por un contenido relativamente alto de 4-hidroxiprolina.
Su capacidad para aglutinar células resulta de su capacidad para unirse especificamente a
polisacaridos en las membranas celulares y actuar como puentes entre las células. Debido
a esta caracteristica, las lectinas han proporcionado una nueva herramienta para que los
bidlogos celulares investiguen la arquitectura de las superficies celulares. Las lectinas de
semillas se localizan principalmente en los cuerpos proteicos de las células de
cotiledones. La lectina de soja se une con la fraccion 7S durante la ultracentrifugacion, lo
que indica que tiene un coeficiente de sedimentacion de 7S. Es una glucoproteina que
contiene 5 glucosamina y 37 residuos de manosa por mol y tiene un peso molecular de
aproximadamente 120kDa con cuatro subunidades idénticas, cada una de las cuales tiene

un peso molecular de 30kDa (Guo et al., 2013).

1.1.3 Lipidos del grano de soja

La soja contiene aproximadamente un 20% de lipidos, que se encuentra
principalmente en forma de triglicéridos, en organulos conocidos como cuerpos 0leosos,

cuerpos lipidicos o vesiculas que contienen lipidos.
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1.1.3.1 Triglicéridos

Los triglicéridos constituyen méas del 99 % del aceite de soja refinado. La mayoria
de los acidos grasos en la soja son insaturados como muchos otros aceites de origen
vegetal. La composicion porcentual promedio de los acidos grasos en el aceite de soja
tiene como componente mayoritario al &cido linoleico (53,2%), seguido en un orden
decreciente por el acido oleico (23,4%), el palmitico (11,0%), el linolénico (7,8%) vy el
estearico (4,0%). También contiene algunos acidos grasos menores, incluyendo el acido
araquidico (0,3%), el behénico (0,1%), el palmitoleico (0,1%) y el miristico (0,1%)
(Boufaied et al., 2003). La estabilidad quimica del aceite de soja ha sido un problema
porque contiene proporciones relativamente altas de acidos linoleico y linolénico que
contienen 2 y 3 dobles enlaces, respectivamente. Para aumentar el punto de fusion y la
estabilidad oxidativa del aceite de soja, se hace necesaria la hidrogenacion (Yeom et al.,
2003). Por otro lado, existe una gran variacion genética en la composicion de acidos
grasos del aceite de soja, principalmente como resultado del fitomejoramiento. Debido a
esta diferencia, los lipidos de la soja pueden presentar diferencias en sus propiedades

fisicas, asi como en la estabilidad oxidativa durante el almacenamiento.

1.1.3.2 Fosfolipidos

Los fosfolipidos (PL) son una subclase de lipidos que generalmente consisten en

un esqueleto de glicerol con posiciones 1,2 conectadas a dos grupos acilo graso a través
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de enlaces éster. La tercera posicion de glicerol esta conectada a un grupo fosfato. El
grupo fosfato tiene dos enlaces éster con el esqueleto de glicerol y un grupo de cabeza
polar, como colina, etanolamina, inositol, serina y glicerol. Los grupos de cabeza polar
corresponden a las subespecies de PL: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilserina (PS) y fosfatidilglicerol (PG), respectivamente.
Estructuralmente, todos los PL son moléculas anfifilicas que sirven como base molecular
para sus funciones biolégicas y como emulsionantes en productos alimenticios,
cosméticos o farmacéuticos (Li et al., 2019).

Los fosfolipidos, junto con las proteinas, actian como bloques de construccion de
las membranas bioldgicas. Por lo tanto, se encuentran invariablemente en todos los
alimentos de origen animal y vegetal. Los fosfolipidos constituyen el 1-3% del aceite de
soja crudo. La fosfatidilcolina es uno de sus componentes mayoritarios, constituyendo
aproximadamente el 35-40% de los fosfolipidos totales, y el resto es aproximadamente
25% de fosfatidiletanolamina, 15% de fosfatidilinositol y 5-10% de acido fosfatidico

(Chung et al., 2017).

1.1.4 Carbohidratos del grano de soja

Los carbohidratos constituyen aproximadamente el 35% del peso seco de la soja, lo
que los convierte en el segundo componente mas abundante de la misma. Sus
componentes principales son los polisacaridos amilosas y amilopectinas y la fibra no

digerible, pero también existen disacaridos como la rafinosa y estaquiosa.
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1.1.4.1 Carbohidratos solubles

La fraccion de carbohidratos solubles esta constituida por sacarosa y oligosacaridos
que representan alrededor del 10% de los componentes presentes en el grano. Los
oligosacaridos de la soja, rafinosa (a-D-galactosa (1-6)-a-D-glucosa (1-2)-p-D-fructosa)
y estaquiosa (o-D-galactosa (1-6)-a-D-galactosa- (1-6)-a-D-glucosa (1-2)-p-D-fructosa)
son resistentes a la digestion debido a los enlaces a-galactdsidos que conforman su
estructura. El contenido de rafinosa y estaquiosa en semillas maduras de soja es del orden

de 2,5-8,2% vy 1,4-4,5%, respectivamente (Gomes et al., 2005).

1.1.4.2 Carbohidratos insolubles

Los carbohidratos insolubles en la soja incluyen celulosa, hemicelulosa, pectinas
y pequefias cantidades de almiddn. Son componentes estructurales que se encuentran
principalmente en las paredes celulares. La cubierta de la semilla constituye
aproximadamente el 8% de la soja entera en peso seco y contiene aproximadamente el
86% de carbohidratos complejos. Por lo tanto, aporta una cantidad notable de
carbohidratos insolubles al grano entero. Las paredes celulares de la soja contienen
aproximadamente 30% de pectinas, 50% de hemicelulosa y 20% de celulosa. Cabe
resaltar que la mayoria de los carbohidratos de soja entran en la categoria de fibra dietaria

(Al Loman y Ju, 2017).
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1.2 Usos del grano de soja

El poroto de soja permite la elaboracion de numerosos productos: aceite refinado,
lecitinas, harinas (entera o desgrasada) activadas o inactivadas, texturizados, aislados
(90% proteinas), concentrados (70% proteinas), “leche” (3-4% proteinas), tofu (queso de
soja), hidrolizados y productos fermentados. En estos productos se aprovecha
fundamentalmente las propiedades funcionales de las proteinas de reserva y de suero de
soja. Estas propiedades, incluyen a aquellas dependientes de la interaccion con agua
(solubilidad, absorcion y retencion de agua, dispersabilidad, viscosidad), las dependientes
de las interacciones proteina-proteina (formacién de geles, films, fibras, masa) y las
propiedades superficiales (formacion-estabilizacion de espumas y emulsiones, fijacion de
aromas). Las propiedades funcionales de las proteinas de la soja se pueden mejorar, en
menor o mayor grado, por tratamientos térmicos, quimicos o enzimaticos. Lo que se debe
asegurar siempre es que estos tratamientos conserven el mayor valor nutricional de las

proteinas y no ocasionen colores, sabores 0 aromas desagradables (Fortunato, 2018).

1.3 Subproductos de la industria de la soja

El procesamiento o molienda del grano de soja consiste en principio en una
extraccion del aceite del poroto de soja obteniendo, por un lado, el aceite de soja, y
simultaneamente, las harinas proteicas (Agrofy News, 2020). En la industria alimentaria

de la soja, los dos subproductos producidos en mayor escala son el okara (pulpa de soja)
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y el suero de soja (Figura 1.1), que se generan principalmente a partir de la produccion

de leche de soja (okara) y tofu (okara y suero) (Fung y Liong, 2010).

Remojo durante
la noche.

Soja mojada.

Molienda humeda.

Agrietamiento y
Aplastado.
Hojuelas de soja.
Extraccion
solvente.
Hojuelas desgrasadas
de soja.

Leche de soja.
Extracto acuoso y solucién
alcalina diluida..
Coagulacion.
Sal/Acido.
Suero de soja. E
(Suero de tofu). x_tr_acto
clarificado.

Cuajada de

proteina acida.

Cascaras
de soja.

Aceite
de soja.

Okara
(Pulpa
de soja).

Hojuela agotada.

Lavado,.
Neutralizacion.
Secado.

Proteina
aislada
de soja.

Figura 1.1. Diagrama de flujo general para la produccién de subproductos de soja. La

informacién compilada de Thrane et al. (2016).

1.3.1 Harina desgrasada de soja

La harina de soja, como se ha mencionado previamente, es el material resultante
de la extraccion del aceite utilizando solventes. Esta harina se produce al moler los copos
de soja en particulas muy finas y se clasifican segln el tamafio de particula (Perkins,
1995), de modo que el 97% del producto pasa a través de una malla de aproximadamente

150 micrones. La harina de soja se puede utilizar como ingrediente en una amplia
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variedad de productos alimenticios, como sopas, guisos, bebidas, postres, productos de
panaderia, cereales para el desayuno y productos crnicos. Esta puede encontrarse en dos

formatos, con o sin las cascaras, las cuales aumentan el contenido de fibra de las mismas.

1.3.2 Okara de soja

El okara, también conocido como pulpa de soja, y doufu zha o dou zha en chino,
es el residuo insoluble después de filtrar la lechada de soja. Se considera que, por cada kg
de soja seca convertida en leche de soja o tofu, se genera aproximadamente 1 kg de
okara. Mas especificamente, en promedio, el 53% de la masa seca inicial de la soja se
recupera en tofu, el 34% en okara y el 16% en suero. Aproximadamente el 72% de la
proteina se recupera en el tofu, el 23% en el okara y el 8% en el suero; las respectivas
recuperaciones medias de aceite de soja son 82, 16 y <1% (van der Riet et al., 1989).

Por su parte, Maeda. (2000) denomina el okara como el residuo de la extraccion
alcalina sobre la harina de soja desgrasada, éste representa aproximadamente el 40% de
los sdlidos en la materia prima y contiene el 15% de las proteinas que entran en el
proceso. Por lo general, se pulsa, se seca y se vende como un subproducto de la
fabricacion ISP (isolated soybean protein) y es utilizado en productos para alimentacién
animal debido a su excepcional capacidad de absorcion de agua (Berk, 1992).

El uso principal de okara es la alimentacion del ganado, sin embargo, hay varias
formas de utilizar okara como alimento. Con una conciencia cada vez mayor del papel de

la fibra dietética en la salud humana, aumenta el interés en usar okara como ingrediente
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alimentario. Por ejemplo, el okara simple o con sabor se puede deshidratar facilmente en
un secador de tambor para hacer un alimento basico seco, que se puede moler ain méas en
harina antes de usarse como un ingrediente alimenticio con alto contenido de fibra.
Ademas, existe un creciente interés de investigacion en okara debido a los posibles
beneficios para la salud (Matsumoto et al., 2007; Fukuda et al., 2006), se han estudiado
variantes de los procesos de secado, obtencion y fraccionamiento de okara (Surel y
Couplet, 2005; Ranaldi et al., 2000).

Existen diferentes tipos y procedimientos para la extraccion de okara, entre ellos;
modificaciones fisicas (explosion de vapor, hidrolisis de agua subcritica, sistema de
chorro de agua, homogeneizacion a alta presion, molienda planetaria de bolas de medios
himedos y ultrasonido), quimicas (precipitacion &cida y tratamiento alcalino), bioldgicas,
enzimaticas, bacterianas (con bacterias acidolacticas, no acidolacticas, o cepas de
levadura) (Lyu et al., 2021).

Particularmente, en esta investigacion nos referimos al okara de soja procedente
de copos desgrasados (Feng et al., 2021), empleando para su procedimiento una
combinacion de un proceso quimico (extraccién alcalina) y uno fisico (ultrasonido de alta

frecuencia), este Ultimo proceso es aplicado antes o después de la extraccién alcalina.
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1.3.2.1 Polisacéaridos insolubles de soja (ISPS)

Las fracciones enriquecidas en polisacaridos se obtienen por el método propuesto por
Fuji et al. (2010), este método consta de dos etapas principales. En la primera etapa,
luego de la eliminacion de los componentes solubles de la harina desgasada de soja en
medio alcalino, se obtiene el residuo insoluble denominado okara. Posteriormente, los
polisacaridos del okara pueden separarse en solubles e insolubles bajo condiciones de
extraccion &cida, alta temperaturas y presion elevadas (pH 3-3,5, 120°C, latm
barometrica). A partir de la fraccion soluble extraida en esas condiciones se obtiene un
producto que contiene un alto contenido de polisacaridos y una baja concentracion de
proteinas, denominado SSPS (soluble soybean polysaccharides), comercializado bajo el
nombre de “SoyaFIBE-S” por la firma Fuji Oil Co. desde 1993 (Maeda, 2000). Por otro
lado, actualmente solo existe un limitado nimero de fuentes de literatura especifica sobre
la fraccion insoluble resultante, denominada polisacéridos insolubles de soja (ISPS),
siendo una de las primeras en el tema la generada por el grupo de investigacién donde se

ha realizado el presente trabajo (Porfiri et al., 2017).

1.3.3 Modificacién tecnoldgica de okara de soja mediante ultrasonido

El ultrasonido de alta energia es una tecnologia emergente que ha atraido
considerable atencion en la industria alimentaria en los Gltimos afios. Esto se debe a que

tiene muchas ventajas: es relativamente economico, respetuoso con el medio ambiente y
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facil de operar, todo lo cual mejora la calidad de los alimentos y el desarrollo de
alimentos funcionales (Minjares-Fuentes et al., 2016). El ultrasonido puede ejercer sus
efectos sobre la estructura y la morfologia de diversas macromoléculas (polisacaridos,
proteinas, etc.) (Bagherianet al., 2011).

Cuando se habla de ultrasonido, se hace referencia a ondas sonoras con una
frecuencia superior a la perceptible por el oido humano, mayores de 16kHz. El
ultrasonido es generado por una corriente eléctrica, que es transformada en energia
sonora por medio de diferentes transductores (liquidos, magnéticos o piezoeléctricos). Al
someter a un alimento a estas ondas, se producen diversos fenémenos, entre ellos la
cavitacion, la cual se basa en la formacion, crecimiento e implosién de diminutas
burbujas de vapor o gas debido a la accion del campo ultra sonoro dentro de un liquido.
Durante el colapso de las burbujas, se producen grandes incrementos de temperatura
(500°C) y presion (500MPa) en puntos localizados de la muestra. Estos cambios fisicos
producen la ruptura de la pared celular, la reduccion del tamafio de las particulas y el
incremento de la masa que se transfiere a través de las membranas (Zalua et al., 2014).

Moczkowska et al. (2019) evaluaron el efecto de varios métodos de extraccion,
incluidos enzimatico-ultrasénico, enziméatico y alcalino, sobre las caracteristicas
fisicoquimicas de la fibra dietaria soluble de la linaza. Estos autores encontraron que el
mayor contenido de fibra dietaria soluble se obtuvo del tratamiento enzimaético-
ultrasonico. Khawas y Deka (2016) descubrieron que aumentar la potencia de salida de la

ultrasonicacion reduce el tamafio de las nanofibras de celulosa de la cascara de platano
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culinaria y genera una estructura mas delgada similar a la de una aguja. Sin embargo, los
cambios en las propiedades de las diversas macromoléculas que componen el okara de
soja, después del tratamiento con ultrasonido con diferentes intensidades de energia, rara

vez se han investigado (Fan et al., 2020).

1.4 Propiedades funcionales de los biopolimeros

Los biopolimeros clasificados como polisacaridos (por ejemplo, quitina, quitosano,
alginato, agarosa, polimeros a base de celulosa, almiddn y carragenano) o proteinas (por
ejemplo, proteina de soja, fibroina, sericina, gelatina y coladgeno), se han utilizado solos o
combinados para multiples aplicaciones (Silva et al., 2020).

Los biopolimeros son cominmente utilizados por la industria alimentaria para
mejorar la estabilidad y textura de los productos alimenticios a base de emulsién (Friberg
et al., 2004; McClements., 2005). Una amplia variedad de productos alimenticios puede
clasificarse como emulsiones, incluida la leche, la crema, la leche batida, helados,
yogures, refrescos, bebidas nutritivas, formula infantil, postres, salsas, aderezos,
mayonesa, queso, productos para untar, mantequilla y margarina (Friberg et al., 2004;
McClements, 2005). Algunos de estos productos contienen naturalmente biopolimeros
funcionales (como la leche), mientras que otros contienen biopolimeros que se han
agregado como ingredientes debido a sus atributos funcionales Unicos (como aderezos y

salsas) (McClements, 2005).
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Estos biopolimeros son compuestos que pueden presentar actividad superficial e
interfacial. Dichos compuestos pueden ser considerados como macromoléculas anfifilicas
que juegan un papel esencial en la estabilizacion de formulaciones alimentarias (espumas,
emulsiones y dispersiones). En condiciones especificas (proporcion de proteina-
polisacarido, pH, fuerza ionica, temperatura y procesamiento de la mezcla), se ha
determinado que las proteinas y polisacaridos forman hibridos (complejos) con
propiedades funcionales mejoradas en comparacion a las que poseen estas moléculas

analizadas en forma individual (Benichou et al., 2002).

1.4.1 Los polisacaridos y su rol como biopolimeros tecnofuncionales

Los polisacaridos son, desde un punto de vista general, carbohidratos poliméricos
compuestos de unidades de monosacaridos unidos por enlaces glucosidicos en estructuras
lineales o altamente ramificadas. Como consecuencia de su estructura, pueden asumir
diferentes propiedades. En general, los polisacaridos de origen natural son carbohidratos
simples con una unidad Unica de repeticion de monosacaridos, que se pueden obtener o
sintetizar a partir de una gran cantidad de recursos renovables. Los polisacaridos,
independientemente de su concentracion, juegan un papel clave en la determinacién de la
textura de los alimentos. Sus propiedades funcionales, ampliamente utilizadas al
momento de desarrollar productos alimenticios, son las de espesante, gelificante y de
accion hidrocoloide. Los polisacaridos con carga tienen una habilidad especial para

interactuar con otros componentes alimentarios, tales como proteinas, lipidos u otros
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polisacaridos, modificando diferentes propiedades de los alimentos (Steinhardt y

Beychok, 1964).

1.4.2 Las proteinas y su rol como biopolimeros tecnofuncionales

Las proteinas son macromoléculas que existen en los sistemas vivos, compuestas de
unidades estructurales Ilamadas aminoacidos que estan unidas en largas cadenas. Las
proteinas contienen principalmente carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y algunas se
componen de azufre y fosforo. Estas estructuras difieren en el ndmero y tipo de
aminoacidos que se ensamblan para formar la cadena de polipéptidos y su estructura 3D,
definiendo las propiedades funcionales de las mismas (Cagri et al., 2004). Las proteinas
son generalmente sistemas autoensamblados debido a la presencia de diferentes
interacciones intermoleculares, tales como enlaces de hidrdgeno, puentes disulfuro,
puentes salinos e interacciones hidrofébicas e hidrofilicas.

Las propiedades funcionales, también llamadas mé&s apropiadamente
tecnofuncionales, se definen como las propiedades fisicoquimicas que afectan el
comportamiento de las proteinas en los sistemas alimenticios durante el procesamiento,
almacenamiento y consumo de los mismos (Kinsella, 1979). Por su parte, Chelftel et al.
(1989) define las propiedades funcionales como aquellas propiedades de las proteinas,
diferentes de las que se relacionan con la nutricion, que condiciona su empleo en
alimentos. Las propiedades funcionales de las proteinas se relacionan con las

interacciones de las mismas con el agua, los lipidos, los hidratos de carbono, e
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interacciones proteina-proteina (Phillips et al., 1994). Las proteinas tienen diversas
propiedades funcionales y éstas pueden clasificarse de acuerdo con el tipo de interaccion
molecular. Entre estas se encuentran, las propiedades de hidratacion dependientes de la
interaccion proteina-agua, su criterio funcional son la solubilidad, dispersabilidad,
viscosidad, hinchamiento, adsorcion - sorcion y la retencién de agua, también existen las
propiedades dependientes de las interacciones proteina-proteina como lo es la
precipitacion y la gelificacion y por ultimo las propiedades de superficie como
propiedades emulsificantes y espumantes. EI mecanismo principal para interactuar con su
entorno le proporciona a cada proteina particular una determinada propiedad funcional

predominante, aun cuando los otros tipos de interacciones se encuentran presentes.

1.5 Estudio de las propiedades emulsificantes

1.5.1 Emulsiones

Una emulsion es una mezcla heterogénea de dos liquidos inmiscibles (generalmente
aceite y agua), con uno de los liquidos dispersos en forma de pequefias gotas esféricas en
el otro (Figura 1.2). En la mayoria de las emulsiones alimentarias, los didmetros de las
gotas generalmente se encuentran entre 0,1 y 100um (Dickinson y Stainsby, 1982;

Dickinson 1992; Walstra 19964, b).
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Figura 1.2. Microscopia dptica de una emulsion aceite en agua O/W estabilizada con okara de
soja al 4% m/m. Las formas circulares representan las gotas de aceite (fase dispersa) y el resto

corresponde a la fase acuosa (dispersante).

La concentracion de gotas en una emulsion generalmente se describe en términos de
la fraccion de volumen de fase dispersa (¢), que es igual al volumen de gotas de emulsion
y (pm) a la fraccion masica de la fase dispersa. Si Vd y md son el volumen y la masa de
la fase dispersa, respectivamente, y Ve y me, el volumen y la masa de la emulsion,
respectivamente, entonces ¢ y ¢m se definen de acuerdo a las ecuaciones Ec 1.1y 1.2
(McClements, 1999):

¢ =Vd/Ve (Ec. 1.1)

¢m = md/me (Ec. 1.2)

Ambos parametros pueden relacionarse conociendo las densidades de las fases

dispersa (0d) y continua (d¢) Ec. 1.3:
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om = [(pdd / dd + (1-¢)dc)] (Ec. 1.3)

Los valores de ¢ y ¢m coinciden solo cuando las densidades de las dos fases que

constituyen el sistema son iguales (McClements, 1999).

1.5.2 Clasificacion o tipo de emulsiones alimentarias

Las emulsiones se pueden clasificar convenientemente de acuerdo con la
distribucion del aceite y las fases acuosas Figura 1.3. Un sistema que consiste en gotas
de aceite dispersas en una fase acuosa se denomina emulsion aceite en agua o emulsion
O/W (por ejemplo, mayonesa, leche, crema, sopas y salsas). Un sistema que consiste en
gotas de agua dispersas en una fase oleosa se denomina emulsion agua en aceite o
emulsion W/O (por ejemplo, margarina, mantequilla y productos para untar). La
sustancia que forma las gotas en una emulsién se denomina fase dispersa o interna,
mientras que la sustancia que forma el liquido circundante se llama fase continua o
externa. También, es posible preparar emulsiones maltiples del tipo aceite en agua en
aceite (O/W/O) o agua en aceite en agua (W/O/W) (Dickinson y McClements 1995). Por
ejemplo, una emulsion W/O/W consiste en gotas de agua dispersas dentro de gotas de
aceite mas grandes, que se dispersan en una fase acuosa continua (Evison et al., 1995). Se
han llevado a cabo investigaciones para crear emulsiones multiples estables que pueden

usarse para controlar la liberacion de ciertos ingredientes, reducir el contenido total de
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grasa de los productos alimenticios a base de emulsion o aislar un ingrediente de otro

(Dickinson y McClements 1995).

B Agea ) Aceite

Figura 1.3. Representacion gréfica de diferentes tipos de emulsiones: a) emulsion aceite en agua
(O/W); b) emulsion agua en aceite (W/O); ¢) emulsiones maltiples (W/O/W).

1.5.3 Tipos de emulsificantes

Los emulsionantes son moléculas con actividad superficial que se adsorben
rapidamente en las superficies de las gotas formadas dentro de un homogeneizador
durante el proceso de formacion de la emulsion, donde crean una capa protectora que
ayuda a evitar que las gotas se acerquen y agreguen. La mayoria de los emulsionantes
alimentarios son moléculas anfifilicas, como los emulsionantes a base de lipidos
(tensioactivos de moléculas pequefias y fosfolipidos) y biopolimeros (proteinas y
polisacaridos). Ademas, algunos tipos de pequefias particulas sélidas también son
superficialmente activas y pueden actuar como emulsionantes, por ejemplo, los granulos
de mostaza. Algunos de los tipos de emulsionantes mas comunes son:

- Tensoactivos de moléculas pequefas: se refieren a aquellas moléculas relativamente

pequefias (<10°Da) que consisten en un grupo de ‘cabeza’ hidréfilo, que tiene una alta
25



Introduccion general

afinidad por el agua, unido a un grupo de ‘cola’ lipofilo, que tiene una alta afinidad por el
aceite (Goff, 1997).

- Monoglicéridos: se refieren a una serie de tensioactivos producidos por
interesterificacion de grasas o aceites con glicerol. La capacidad de los monoglicéridos
destilados para interactuar con el agua y formar fases y dispersiones mesomorficas en
sistemas acuosos es una caracteristica Unica, que se utiliza en muchas preparaciones
alimenticias donde las interacciones con ingredientes solubles en agua (p. ej.,
componentes de almidén) o las propiedades aireantes de productos sin grasa son
importantes (Goff, 1997, 2000).

- Lecitinas: las lecitinas son un emulsionante alimenticio natural que se pueden extraer
de una variedad de fuentes, incluidas la soja, la colza y el huevo. La lecitina de soja es el
ingrediente tensioactivo mas utilizado en la industria alimentaria porque puede extraerse
econdmicamente durante el procesamiento de refinacion del aceite de soja crudo. Las
lecitinas contienen una mezcla compleja de diferentes tipos de fosfolipidos y otros
lipidos, aunque se pueden fraccionar para formar ingredientes mas puros que se
enriquecen con fracciones particulares. Los fosfolipidos mas comunes en la lecitina son
la fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilinositol (PI). Los grupos de
cabeza hidréfilos de estas moléculas son aniénicos (PI) o bipolares (PC y PE), mientras
que los grupos de cola lipofilos constan de dos acidos grasos (van Nieuwenhuyzen y

Szuhaj, 1998).
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1.5.3.1 Emulsionantes proteicos

Las membranas interfaciales formadas por proteinas suelen ser relativamente
delgadas y cargadas eléctricamente, por lo que el principal mecanismo que evita la
floculacion de las gotas en las emulsiones estabilizadas por proteinas es la repulsion
electrostatica (McClements, 2004). En consecuencia, las emulsiones estabilizadas con
proteinas son particularmente sensibles a los efectos del pH y la fuerza iénica y tenderan
a flocular a valores de pH cercanos al punto isoeléctrico (pl) de las proteinas adsorbidas y
cuando la fuerza ionica supere un cierto nivel (Dickinson, 2010). Las emulsiones
estabilizadas por proteinas globulares también son particularmente sensibles a los
tratamientos térmicos porque estas proteinas se despliegan cuando la temperatura excede
un valor critico, exponiendo grupos reactivos no polares y sulfidrilo (Galazka et al.,

1999).

1.5.3.2 Emulsionantes de polisacaridos

Un estabilizante o estabilizador es un compuesto quimico normalmente de
naturaleza macromolecular que hidratado en la fase acuosa confiere a una emulsién O/W
una estabilidad fisica durante un tiempo prolongado. La estabilizacion de la emulsion se
consigue restringiendo la movilidad de las gotas de la fase dispersa, gracias al aumento
de viscosidad y, en ocasiones de la viscoelasticidad, de la fase continua. Los

estabilizantes contribuyen a la estabilidad de la emulsion favoreciendo principalmente las
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interacciones estéricas entre las gotas, si bien también pueden ser significativas las

electrostaticas. Como ejemplos de estabilizantes se pueden citar:

-Goma arabiga: este compuesto deriva del exudado natural de distintas especies del
género Acacia, principalmente de Acacia senegal y consta de al menos tres fracciones de
biopolimeros de alto peso molecular. La fraccion tensioactiva consiste en blogues de
arabinogalactano ramificados unidos a una estructura polipeptidica. Se considera que la
cadena polipeptidica hidréfoba ancla las moléculas a la superficie de la gota, mientras
que los bloques de arabinogalactano hidrofilos se extienden hasta la solucion (Dror et al.,
2006). La membrana interfacial formada por goma ardbiga proporcionaria estabilidad
contra la agregacion de gotas principalmente a través de la repulsion estérica, pero
también con alguna contribucion de la repulsion electrostatica (McNamee et al., 1998).
Se ha examinado la influencia de una variedad de condiciones de procesamiento sobre la
funcionalidad de la goma arabiga. Por ejemplo, se ha demostrado que las emulsiones
estabilizadas con goma arabiga permanecen estables a la floculacion de las gotas cuando
se exponen a una amplia gama de condiciones, por ejemplo, pH (3 a 9), fuerza i6nica (0 a
25mM de CaCl,) y tratamiento térmico (30-90°C) (Nakauma et al., 2008; Chanamai y

McClements, 2002).

- Almidones modificados: los almidones naturales son moléculas hidrofilas que tienen

poca actividad superficial. No obstante, se pueden convertir en emulsionantes eficaces
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uniendo quimicamente restos hidrofobos a lo largo de su columna vertebral (Nilsson y
Bergenstahl, 2006). Estos almidones se utilizan ampliamente como emulsionantes en la
industria de bebidas. Uno de los almidones modificados mas comunmente usados es un
derivado succinato de octenilo de maiz ceroso. Consiste principalmente en amilopectina
que ha sido modificada quimicamente para contener un grupo lateral que no es polar.
Estos grupos laterales anclan la molécula a la superficie de la gota de aceite, mientras que
las cadenas de almidon hidréfilo sobresalen hacia la fase acuosa y protegen las gotas
contra la agregacion a través de la repulsion estérica (Nilsson y Bergenstahl, 2007).
Debido a que el mecanismo estabilizador dominante es la repulsion estérica, las
emulsiones estabilizadas por almidén modificado son resistentes a los cambios de pH (3-
9), fuerza iénica (CaCl, 0-25 mM) y temperatura (30-90°C) (Chanamai y McClements,
2002). Al igual que la goma ardbiga, el almidon modificado tiene una actividad
interfacial relativamente baja (en comparacion con las proteinas u otros tensioactivos de
menor peso molecular), por lo que debe afiadirse un gran exceso para garantizar que
todas las superficies de las gotas se recubran adecuadamente (Chanamai y McClements,
2001). Los almidones modificados generalmente se encuentran en forma de polvo o

granulados que se dispersan facilmente en agua fria.

1.5.3.3 Complejos de proteinas y polisacaridos como emulsionantes

Las proteinas poseen una mayor capacidad para reducir el tamafio de las gotas de

emulsion, adn al ser utilizadas en concentraciones bajas, si se las compara con los
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polisacaridos. Por otro lado, los polisacaridos tienden a poseer una mejor capacidad para
producir emulsiones que son estables a un rango mas amplio de condiciones ambientales,
por ejemplo, pH, fuerza idnica, temperatura, ciclo de congelacion-descongelacion. Por
tanto, puede ser ventajoso combinar los atributos beneficiosos de estos dos tipos de
biopolimeros para producir pequefias gotas de emulsion con buena estabilidad
medioambiental. Varios investigadores han demostrado que los complejos proteina-
polisacarido pueden tener mejores propiedades emulsionantes que cualquiera de los
biopolimeros utilizados de forma aislada (Akhtar y Dickinson, 2007; Chevalier et al.,
2001). Estos complejos pueden mantenerse juntos mediante interacciones fisicas o
covalentes y pueden formarse antes o después de la homogeneizacion. También existen
complejos proteina-polisacarido de origen natural como la goma arébiga que ya se utiliza
ampliamente en la industria alimentaria como emulsionante (Dickinson et al., 1991). En
términos generales, los ingredientes que se pretendan utilizar para generar estas
interacciones deberan ser aptos para su utilizacién en alimentos, ser econémicamente
viables y mostrar beneficios sobre los ingredientes existentes que encuentren en uso

generalizado en la industria alimentaria.

1.5.4 Lainteraccion proteina-polisacarido

Las combinaciones de proteinas y polisacaridos permiten disefiar un conjugado
anfifilico para anclarse fuertemente a la interfase de agua-aceite, a través de las regiones

hidrofobicas de la proteina, lo que conduce a una capa viscoelastica, con una region de
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polisacaridos (copolimero) no absorbente que proporciona una estabilizacion estérica
mejorada (Dickinson, 2008), pudiendo en ciertas ocasiones conducir a un

comportamiento gelificante.

1.5.,5 Importancia de las emulsiones en el area de los alimentos

Las emulsiones intervienen parcial o totalmente en la estructura de muchos
alimentos naturales o procesados, como la leche, la crema y los refrescos. Sin embargo,
también existen algunos productos alimenticios que han sido emulsionados durante la
produccion como sopas en polvo, salsas y cremas de café (McClements, 2005, 2012).

La evolucion de este tipo particular de matriz alimentaria, ha implicado cambios no
solo en el desarrollo de los productos en si mismos sino también en las tecnologias
relacionadas a sus procesos de elaboracion. Asi, la cantidad de alimentos emulsionados se
ha diversificado notablemente (Palazolo, 2006). En este sentido, existen en el mercado
emulsiones alimentarias tradicionales de contenido lipidico reducido o “light” (crema de
leche, mayonesa, manteca, cremas heladas), con adicion de componentes benéficos para
la salud, bebidas (“soft drinks”), sustitutos de leche o crema de leche (“coffee
whiteners”), leche de soja y derivados, aderezos, salsas y alimentos especiales para
determinados segmentos de la poblacion (nifios, ancianos) (Palazolo, 2006; Marquez,

2009).
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1.5.6 Homogenizacion o formacion de emulsiones

Para preparar la emulsion, se necesitan aceite (fase oleosa), agua (fase acuosa),
surfactante (tensioactivo) y energia (Tadros et al., 2004). El aceite y el agua actian como
fase dispersa o continua seguin la naturaleza de la emulsion. El surfactante actla en la
interfaz entre el aceite y el agua para estabilizar el sistema de emulsion. La energia se
requiere para permitir la creacion de area a través de la reduccién del tamafio de gota de
la fase dispersa. Los emulsionantes/estabilizadores se disuelven en el agua o el aceite
dependiendo de la solubilidad del emulsionante y del tipo de emulsién esperado (Adheeb
Usaid et al., 2014). Se requiere la disolucion del emulsionante antes de que pase por el
proceso de emulsificacion. Hay una serie de técnicas disponibles para producir una
emulsion, que se clasifican como (1) enfoque de alta energia/intensidad, (2) enfoque de
baja energia/ intensidad (Tadros et al., 2004; Acosta, 2009; Leong et al., 2009;
McClements, 2010; Qian y McClements, 2011; Adheeb Usaid et al., 2014). Los enfoques
de alta energia utilizan fuerzas disruptivas intensas, producidas por dispositivos
mecanicos, para romper las gotas de aceite, como homogeneizadores de valvulas de alta
presion, microfluidizadores y métodos de sonicacion (Gutiérrez et al., 2008; Leong et al.,
2009; Velikov y Pelan, 2008; Wooster et al., 2008; McClements, 2010). En contraste, los
enfoques de baja energia se basan en la formacion espontanea de diminutas gotas de
aceite dentro de sistemas mixtos de surfactante aceite-agua, cuando la solucién o las
condiciones ambientales se transforman, por ejemplo, métodos de inversion de fase y

mezcla de solventes (Anton et al., 2008; Bouchemal et al., 2004; Chu et al., 2007;
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Freitaset al., 2005; Tadros et al., 2004; Yin et al., 2008). La seleccion del enfoque de
emulsificacion especifico y el tamafio minimo de las gotas producidas por estos métodos
depende de muchos factores, como el tipo y la naturaleza del emulsionante, la proporcion
de emulsionante en el sistema de emulsién, las composiciones de la fase oleosa y la

viscosidad de las fases.

1.5.6.1 Homogeneizador de alta presion

El homogeneizador de alta presién es un equipo ampliamente utilizado para
producir emulsiones finas (homogeneizacion secundaria). Actualmente, también es un
método muy popular para la formulacién de nanoemulsiones para la industria alimentaria
(Schubert y Engel, 2004; Piorkowski y McClements., 2014). En esta técnica, la mezcla de
aceite, agua y surfactante se expone a una presiéon muy alta y se bombea a través de una
valvula resistiva. Este dispositivo es muy eficaz para reducir el tamafio de las gotas de
aceite a través de una alta fuerza de cizallamiento permitiendo preparar una emulsion
fina. Sin embargo, se vuelve mas eficaz cuando pasa por el proceso de dos pasos. Al
principio, el aceite, el agua y el tensioactivo se mezclan utilizando un mezclador de alta
velocidad para preparar una emulsion gruesa (homogeneizacion primaria) (Troncoso et
al., 2012; Piorkowski y McClements, 2014; Tabibiazar et al., 2015). Después de eso, la
emulsion gruesa se bombea a una cdmara homogeneizadora y en consecuencia fuerza el
flujo a través de una véalvula estrecha en el extremo de la cdmara en su carrera hacia

adelante. Al pasar a través de la valvula, la emulsién pasa por una combinacion de
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fuerzas disruptivas intensas que resultan en la separacion de las gotas grandes en varias
gotas mas pequefias (Figura 1.4).

Los diversos disefios de valvulas y homogeneizadores trabajando en diferentes
rangos de presiones se diferencian basicamente en la eficiencia del proceso de
homogeneizacion. En este sentido, el tamafio de la gota formada a partir del
homogeneizador de alta presion se reduce a mayores intensidades de la presion y con un
mayor numero de pasadas a través del homogeneizador. Por lo general, las gotas
pequefias solo se pueden formar cuando la relaciéon de viscosidad de la fase dispersa a
continua disminuye dentro de un cierto rango (Tadros et al., 2004; Walstra, 1993, 2003;
Piorkowski y McClements, 2014). McClements. (2005) inform6 que existe una relacion
lineal entre el logaritmo de la presion de homogeneizacién (P) y el logaritmo del
diametro de la gota (d): log d « log P, con una constante de proporcionalidad

dependiendo del tipo de homogeneizador.
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Figura 1.4. Representacion esquematica de dispositivos mecénicos que se pueden usar para
producir emulsiones utilizando el enfoque de alta energia: a) homogeneizador ultrasénico a
chorro, b) homogeneizador de valvula de alta presion, ¢) homogeneizador de sonda ultrasénico y
d) microfluidizador (McClements y Rao, 2011).

156.1.1 Homogeneizacion ultrasonica

Los métodos de sonicacion necesitan ondas ultrasonicas de alta intensidad
(frecuencia> 20kHz) para producir emulsiones que contienen gotas muy finas (Abismail
et al., 1999; Jafari et al., 2007; Kentish et al., 2008; Leong et al., 2009). En el método
ultrasonico, las gotas de emulsion se producen por cavitacién, cuando dos liquidos
inmiscibles son sometidos a ondas sonoras de alta frecuencia. Estas se generan como
resultado ondas de choque intensas en el liquido circundante y el desarrollo de chorros de

liquido a alta velocidad (Silva et al., 2012) (Figura 1.4;). Hay dos conjuntos de
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mecanismos involucrados con la emulsificacion mediante el uso del método ultrasénico.
Primero, la dispersion de la fase oleosa (en forma de gotas) en la fase continua ocurre por
la accion del campo acustico producido por ondas interfaciales. En segundo lugar, la
formacion y posterior colapso de microburbujas produce niveles extremos de turbulencia
altamente localizada (Gadhave, 2014). Estas microimplosiones turbulentas rompen las
gotas primarias en tamafos submicronicos. Adicionalmente, esta ruptura libera energia
térmica aumentando la temperatura de la emulsion, por ello estos equipos deben
acoplarse a un sistema de enfriamiento (Abbas et al., 2013).

Aunque la técnica ultrasonica puede ofrecer un alto esfuerzo cortante debido a la
cavitacion acustica, el tamafio final de la gota de emulsion depende del efecto dual de la
velocidad de corte y la reologia de la emulsién (Mason et al., 2006). En general, los
homogeneizadores ultrasénicos continuos son los mas populares para la produccion a
gran escala de emulsiones finas (Leong et al., 2009). La naturaleza y cantidad del
emulsionante, la viscosidad de las fases dispersas y continuas tiene una gran influencia en
la eficiencia de la emulsificacion / homogeneizacién (Jafari et al., 2006; Kentish et al.,
2006; Leong et al., 2009; Maa y Hsu, 1999). En este sentido, los homogeneizadores
ultrasénicos se aplican principalmente a fluidos de baja viscosidad, y son menos

apropiados para fluidos de alta viscosidad (Piorkowski y McClements, 2014).
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156.1.2 Microfluidizadores

Los microfluidizadores son similares en disefio hasta cierto punto con el
homogeneizador de alta presion porque bombean la premezcla de emulsion gruesa y
pasan a traves de alta presion para producir gotas finas (Schultz et al., 2004; Jafari et al.,
2006, 2007; Kentish et al., 2006). Sin embargo, los canales a través de los cuales se
prepara la emulsion gruesa para fluir dentro del equipo son diferentes (Piorkowski y
McClements, 2014). En el homogeneizador de alta presion, el punto donde se produce la
gota de emulsién es la valvula de presion; por otro lado, en los microfluidizadores se
produce una emulsion fina justo después de pasar por el orificio estrecho. El
microfluidizador divide el flujo de emulsion gruesa en corrientes y las dos corrientes
fluyen a través de dos canales a alta presion, finalmente las mismas chocan entre si a alta
velocidad en una cdmara de interaccion Figura 1.44. Las intensas fuerzas disruptivas
producidas en la cdmara de interaccion conducen a la descomposicién de gotas grandes
en gotas de emulsion muy finas. Varios investigadores han observado la posible
aplicacion de microfluidizadores para la produccién de nanoemulsiones aptas para
alimentos (Abismail et al., 1999; Jafari et al., 2006; Leong et al., 2009; Henry et al.,
2010). El tamafio de las gotas de la emulsion preparada tiende a reducirse con el aumento
de la presidbn de homogeneizacion, el nimero de pasadas, la concentracion de
emulsionante y la disminucion de la relacion de viscosidad de la fase dispersa a continua

(Wooster et al., 2008).
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1.5.6.2 Aplicaciones de baja intensidad

En aplicaciones de baja energia, la creacién de una emulsion depende de la
formacion espontanea de pequefias gotas de aceite dentro de mezclas de aceite-agua-
emulsionante, cuando su composicién o las condiciones ambientales cambian (Anton y
Vandamme, 2009; Anton et al., 2008; Bouchemal et al., 2004; Yin et al., 2009;
Piorkowski y McClements, 2014). Hay varios métodos disponibles basados en técnicas
de baja energia, que incluyen la emulsificacion esponténea, los métodos de inversion de
fase y la emulsificacion de membrana (Anton y Vandamme, 2009; Anton et al., 2008;
Fernandez et al., 2004; Maestro et al., 2008; Piorkowski y McClements, 2014; Gadhave,
2014). Algunas de estas técnicas de bajo consumo energético se utilizan actualmente en
el procesamiento de alimentos para la formacion de nanoemulsiones O/W, especialmente
en la produccién de bebidas (Piorkowski y McClements, 2014). Para producir gotas de
tamafios pequefios 0 nanoemulsiones, los métodos de baja energia suelen ser més
eficientes que los de alta energia, mientras que los métodos de baja energia tienen pocas
limitaciones en ciertos tipos de aceite y emulsionantes. Por ejemplo, en la mayoria de las
aplicaciones de baja energia, las proteinas o polisacaridos no son adecuados para
utilizarse como emulsionantes para formar emulsiones finas. En su lugar, se requieren
altas concentraciones de tensioactivos sintéticos para producir una emulsion estable, lo
que limita su aplicacion en algunos productos alimenticios (Piorkowski y McClements,

2014).
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1.5.7 Mecanismos fisicos de desestabilizacion de emulsiones

El término “estabilidad de la emulsion” describe la capacidad de una emulsion para
resistir los cambios en sus propiedades con el tiempo. La velocidad a la que una emulsién
se rompe y el mecanismo por el que ocurre este proceso dependen de la composicion y la
microestructura del sistema, asi como las condiciones ambientales que experimenta
durante su vida atil (Marquez, 2009).

La estabilidad de la emulsion es muy importante en términos de aplicacion y
almacenamiento. Las emulsiones son sistemas de equilibrio, pero termodindmicamente
desfavorables, que tienden a desestabilizarse con el tiempo debido a una serie de
mecanismos fisicoquimicos, entre los que se encuentran la separacién gravitacional, la
floculacion, la coalescencia y la maduracion de Ostwald (Dickinson, 1992; Friberg et al.,

2004; McClements, 2005).

1.5.7.1 Separacion gravitacional

En general, las gotas en una emulsion tienen una densidad diferente a la del liquido
que las rodea, por lo que una fuerza gravitacional neta actua sobre ellas (Dickinson y
Stainsby 1982, Hunter 1989, Dickinson 1992, Walstra 19963, b). Si las gotas tienen una
densidad méas baja que el liquido circundante, tienen una tendencia a moverse hacia
arriba, lo que se conoce como proceso de cremado (Figura 1.5). Por el contrario, si

tienen una densidad mas alta que el liquido circundante, tienden a moverse hacia abajo, lo
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que se conoce como proceso de sedimentacion. Las densidades de la mayoria de los
aceites comestibles (en su estado liquido) son més bajas que las del agua, por lo que
existe una tendencia a que el aceite se acumule en la parte superior de una emulsion y el
agua en la parte inferior. Por lo tanto, las gotas en una emulsién de aceite en agua tienden
a generar una fase crema, mientras que las de una emulsion de agua en aceite tienden a
sedimentar. Se suele considerar que la separacion gravitacional tiene un efecto adverso
sobre la calidad de las emulsiones alimentarias. Un consumidor espera ver un producto
que parece homogéneo vy, por lo tanto, no es deseable la separacién de una emulsion en
una capa rica en gotas épticamente opaca y una capa empobrecida en gotas menos opaca.
Sin embargo, se debe considerar la estrategia que se utiliza en un extenso nimero de
alimentos liquidos, que beneficiados por la reversibilidad del proceso de cremado,

pueden comercializarse utilizando frases como “Agitese antes de usar”.

Figura 1.5. Dependencia del tiempo de la cinética de cremado en emulsiones. Las gotas se
mueven hacia arriba hasta que no pueden moverse ma&s y forman una ‘fase crema”

(McClements, 1999).
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1.5.7.2 Floculacién

Las gotas en las emulsiones estan en continuo movimiento debido a los efectos de la
energia térmica, la gravedad o las fuerzas mecanicas aplicadas y a medida que se
mueven, chocan con frecuencia con sus vecinas (Lips et al., 1993, Dukhin y Sjoblom,
1996). Después de una colision, las gotas de emulsion pueden separarse 0 permanecer
agregadas, segun la magnitud relativa de las interacciones atractivas y repulsivas entre
ellas. Los dos tipos principales de agregacion en las emulsiones alimentarias son la
floculacion y la coalescencia (Dickinson y Stainsby 1982; Dickinson, 1992; Walstra,
19964, b). La floculacion es el proceso mediante el cual dos 0 méas gotas de fase dispersa
se unen para formar un agregado en el que dichas gotas retienen su integridad individual,
mientras que la coalescencia es el proceso mediante el cual dos 0 mas gotas se fusionan
para formar una sola gota méas grande.

La floculacion de las gotas puede ser ventajosa o perjudicial para la calidad de la
emulsion dependiendo de la naturaleza del producto alimenticio. La floculacion acelera la
velocidad de separacion gravitacional en emulsiones diluidas, lo cual no es deseable
porque reduce su vida util (Luyten et al., 1993). También provoca un aumento
pronunciado de la viscosidad de la emulsion e incluso puede conducir a la formacion de
un gel (Demetriades et al., 1997a, b). Se espera que algunos productos alimenticios
tengan una viscosidad baja y, por lo tanto, la floculacion es perjudicial. En otros
productos, una cantidad controlada de floculacion puede ser ventajosa porque conduce a

la creacion de una textura deseable. Por lo tanto, las mejoras en la calidad de los
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productos alimenticios a base de emulsion dependen de una mejor comprension de los
factores que determinan el grado de formacion de fléculos, la estructura de los floculos
formados y la velocidad a la que procede este fendmeno de desestabilizacion. Ademas, es
importante comprender el efecto que tiene la floculacién sobre las propiedades

fisicoquimicas de las emulsiones.

1.5.7.3 Coalescencia

La coalescencia es el proceso mediante el cual dos o mas gotas de liquido se
fusionan para formar una sola gota mas grande (Figura 1.6). Es el mecanismo principal
por el cual una emulsion se mueve hacia su estado mas estable termodinamicamente
porque implica una disminucion en el &rea de contacto entre las fases de aceite y agua. La
coalescencia hace que las gotas de emulsion cremen o sedimenten mas rapidamente
debido al aumento de su tamafio. En las emulsiones de aceite en agua, la coalescencia
eventualmente conduce a la formacién de una capa de aceite en la parte superior del
material, lo que se conoce como “oiling off”. En las emulsiones de agua en aceite, este
fendmeno conduce a la acumulacién de agua en el fondo del material. Por estas razones,
la comprension de los factores que influyen en la coalescencia es importante para los

fabricantes de alimentos que intentan crear productos con una vida util prolongada.
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Figura 1.6. La coalescencia de las gotas conduce finalmente a la separacion completa de las

fases oleosa y acuosa (McClements, 1999).

15731 Coalescencia parcial

La coalescencia parcial ocurre cuando dos o mas gotas de aceite parcialmente
cristalinas entran en contacto y forman un agregado de forma irregular (Figura 1.7). El
agregado conserva en parte la forma de las gotas a partir de las cuales se formé porque la
red de cristales gruesos dentro de las gotas evita que se fusionen por completo (Mulder y
Walstra, 1974, Boode, 1992, Dickinson y McClements, 1995, Walstra, 1996a). La
coalescencia parcial es particularmente importante en los productos lacteos, porque los
glébulos de grasa de la leche son parcialmente cristalinos en un rango bastante amplio de
temperaturas (Mulder y Walstra, 1974, Walstra y van Beresteyn, 1975). La aplicacion de
fuerzas de cizallamiento o ciclos de temperatura a la crema que contiene glébulos de
grasa lactea parcialmente cristalinos puede causar una coalescencia parcial, lo que
conduce a un marcado aumento de la viscosidad ("espesamiento") y posterior separacion

de fases (Van Boekel y Walstra, 1981, Boode, 1992).
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La coalescencia parcial es un proceso esencial en la produccién de helado, aderezos
batidos, mantequilla y margarina (Dickinson y Stainsby 1982; Goff et al. 1987; Barford y
Krog, 1987; Barford et al., 1987; Moran, 1994). Las emulsiones de aceite en agua se
enfrian a una temperatura en la que las gotas son parcialmente cristalinas y se aplica una
fuerza de cizallamiento que conduce a la agregacion de las gotas por coalescencia parcial
(Mulder y Walstra, 1974). En la mantequilla y la margarina, la agregacién da como
resultado una inversion de fase (Moran, 1994), mientras que en el helado y la crema
batida, las gotas de grasa agregadas forman una red que rodea las celdas de aire y
proporciona la resistencia mecénica necesaria para producir una buena estabilidad y

textura (Barford et al., 1987, Goff, 1993).

Fusion

———

Agregacion

Figura 1.7. La coalescencia parcial se produce entre dos gotas que son parcialmente cristalinas

cuando un cristal de una gota penetra en la porcion liquida de otra gota (McClements, 1999).
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1.5.7.4 Inversién de fases

La inversion de fase es el proceso mediante el cual un sistema cambia de una
emulsion de aceite en agua a una emulsion de agua en aceite o viceversa (Figura 1.8). La
inversion de fases es un paso esencial en la fabricacion de varios productos alimenticios
importantes, como la mantequilla y la margarina (Mulder y Walstra, 1974, Dickinson y
Stainsby, 1982, Moran, 1994). Sin embargo, en otros alimentos, la inversion de fase no es
deseable para la mayoria de las emulsiones alimentarias, porque tiene un efecto adverso

sobre su apariencia, textura, estabilidad y sabor.

- Base fisica de la inversion de fase

La inversion de fase generalmente se desencadena por alguna alteracion en la
composicion o las condiciones ambientales de una emulsién (por ejemplo, fraccién de
volumen de fase dispersa, tipo de emulsionante, concentracion de emulsionante,
condiciones de solvente, temperatura o0 agitacion mecénica) (Shinoda y Friberg, 1986,
Dickinson, 1992, Campbell et al., 1996). Solo ciertos tipos de emulsiones son capaces de
sufrir una inversion de fase, en lugar de descomponerse completamente en sus fases
componentes. Estas emulsiones pueden existir en un estado cinéticamente estable
después de que haya tenido lugar la inversion de fase. Normalmente es necesario agitar la
emulsion durante el proceso de inversion de fase.

Se cree que la base fisicoquimica de la inversion de fase es extremadamente

compleja e involucra aspectos de floculacion, coalescencia, coalescencia parcial y
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formacion de emulsién. En el punto en el que se produce la inversion de fase, que a
menudo se denomina "punto de equilibrio”, el sistema puede contener regiones de
emulsion de aceite en agua, emulsion de agua en aceite, emulsion mdaltiple y fases

bicontinuas.

Inversion

= A
c o | >
<
=

= fase

S
S o
<
L)
Emulsion Emulsion
Aceite-en-agua Agua-en-aceite

¢

Figura 1.8. La inversion de fase implica la conversion de una emulsion aceite en agua en una
emulsién agua en aceite o viceversa (McClements, 1999).

1.5.7.5 Maduracion de Ostwald

La maduracion de Ostwald es el proceso por el cual las gotas grandes crecen a
expensas de las mas pequefias debido al transporte mésico de la fase dispersa de una gota
a otra a traves de la fase continua intermedia (Figura 1.9) (Kabalnov y Shchukin, 1992,

Taylor, 1995). Es insignificante en la mayoria de las emulsiones alimentarias porque las
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solubilidades mutuas de los triacilgliceroles y el agua son tan bajas que la velocidad de
transporte de masa es insignificante (Dickinson y Stainsby, 1982). No obstante, puede ser
importante en emulsiones de aceite en agua que contienen mas lipidos solubles en agua
(por ejemplo, los aceites aromatizantes o los licores de crema). En este tipo de sistema, el
fabricante de alimentos debe tener que considerar métodos para retrasar la tasa de

maduracién de Ostwald.

Crecen gotas grandes
® o o :

Las gotas pequefas se encogen

Figura 1.9. La maduracion de Ostwald implica el crecimiento de gotas grandes a expensas de
las méas pequefias (McClements, 1999).

La tasa de maduracion de Ostwald aumenta a medida que disminuye el tamafio
promedio de las gotas en una emulsion porque la solubilidad de la fase dispersa aumenta
con el radio decreciente. La tasa inicial también aumenta a medida que aumenta el ancho
de la distribucion del tamafio de las particulas (Kabalnov y Shchukin, 1992). Por lo tanto,
la maduracién de Ostwald se puede retrasar asegurandose de que una emulsién tenga una

distribucion de tamafio de gota estrecha y que las gotas sean bastante grandes. No
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obstante, puede haber otros problemas asociados con la presencia de gotas relativamente
grandes en una emulsion, tales como formacion de crema, floculacion o coalescencia

acelerada.

1.5.8 Distribucién de tamafio de particulas o gotas

Propiedades de gran importancia en las emulsiones tales como la estabilidad a largo
plazo, la apariencia y la textura estdn intimamente ligadas con el tamafio de las gotas de
fase dispersa que contienen. Las emulsiones alimentarias son generalmente polidispersas,
es decir, el tamafio de todas las gotas varia dentro de un rango definido. Si todas las gotas
en una emulsién son del mismo tamafio, la emulsién se denomina monodispersa, pero si
hay una gama de tamafios presentes, la emulsion se denomina polidispersa. EI tamafio de
las gotas en una emulsion monodispersa se puede caracterizar completamente por un solo
namero, como el didmetro de la gota (d) o el radio (r) (Palazolo, 2006).

Las emulsiones monodispersas se utilizan a veces para estudios fundamentales
porque la interpretacion de las medidas experimentales es mucho méas simple que la de
las emulsiones polidispersas. No obstante, las emulsiones alimentarias siempre contienen
una distribucién de tamafios de gotas. Idealmente, es importante tener informacion sobre
la distribucion completa del tamafio de particula de una emulsion (es decir, el tamafio de
cada una de las gotas en el sistema). Sin embargo, en muchas situaciones, el
conocimiento del tamafio promedio de las gotas y el ancho de la distribucion es suficiente

(Hunter, 1986).
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La distribucion de tamafio de particulas puede representarse como una curva
continua: la funcion de distribucion F(D;). La funcion de distribucion en namero Fp(D;) se
genera de manera tal que el &rea bajo la curva en el rango de dos didmetros D; y D; + dD;
es igual al nimero de particulas en dicho rango, n;, de manera tal que n; = F(D;) . dD;. A
partir del mismo razonamiento pueden generarse las correspondientes funciones de
distribucion en superficie F¢(D;) Ec. 1.4 y en volumen F,(D;), Ec. 1.5 asumiendo que las

emulsiones estan formadas por gotas esféricas (Rawle, 2005):

Fu(Di) = (1/6) . m. D;* . Fo(Dy) (Ec. 1.4)

Fs(Di) = . D?. Fo(D;) (Ec. 1.5)

La Figura 1.10 muestra un ejemplo de distribuciones en namero, superficie y

volumen para una emulsion O/W (Palazolo, 2006).
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Mdmero (%)
Superficie (%)

10 100 1 10 100
Tamano de particula (um) Tamafo de particula {pom)

12 -

10

\olumen (%)
o

1 10 100

Tamafno de particula {pum)

Figura 1.10. Distribuciones de tamafio de particula para una emulsion aceite en agua (O/W) en:
a) nimero, b) superficie y ¢) volumen (Palazolo, 2006).
A partir de las funciones de distribucion pueden calcularse los distintos didmetros

promedio:

D[1,0] = &30 = ZmxDip. 4 6

ZTLi N
D[2,0] = Z’;’fiz - Z";\’;Diz(a:. 1.7)

D[3,0] = 2222 _ Znabi e 4 g

Yn N
_ Zn1XDi3

D[3,2] = 5> (Ec. 19)
_ ZnixDi‘*

D[4,3] = 5" (Ec. 110)
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La determinacién de los didmetros promedio D[1,0] (en namero) (Ec. 1.6), D[2,0]
(en superficie) (Ec. 1.7) y D[3,0] (en volumen) (Ec. 1.8) requieren el conocimiento del
namero total de gotas. No obstante, puede prescindirse de dicha informacion mediante la
utilizacion del diametro promedio de Sauter (D[3,2]) (Ec. 1.9) y del didmetro promedio
de De Brouker (D[4,3]) (Ec. 1.10), cuyas férmulas no contienen el nimero total de gotas.
Los valores de D[3,2] y D[4,3] se relacionan con las distribuciones en superficie y
volumen, respectivamente. Estos didmetros se conocen como “moment diameters” e
introducen otro término lineal en el didmetro, de manera que en el numerador el término
superficial tiene una dependencia con D® y el volumen con D* (Walstra, 1983; Rawle,
2005).

Junto con el tamafio de la gota, el ancho de la distribucion del tamafio de la gota
también es muy importante en términos de estabilidad y aplicacion efectiva. Las
propiedades de dos emulsiones pueden variar entre si, cuando las dos tienen diferentes
anchos de distribucién, incluso cuando el tamafio medio de las gotas es el mismo. La

extension de una distribucion se puede describir como:

d(90)—d(10)

Span = 2(50)

(Ec. 1.11)

Donde, el decil inferior es d (10), el valor mediano d (50) y el decil superior d (90).
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La determinacién de tamafio de particula debe hacerse en condiciones de alta
dilucion (9<0,05) y con agitacion, con el objetivo de que las gotas se distribuyan de
manera uniforme. Asi, un volumen pequefio de la emulsion se coloca en un recipiente con
agua y un haz de radiacion laser incide sobre una celda interna transparente por donde
recircula la emulsion diluida. La luz dispersada en distintos angulos por gotas de
diferente tamafio pasa por un complejo sistema Optico e incide posteriormente sobre un
arreglo de detectores obteniendo un patrén angular de luz dispersada. El software
incorporado en el equipo permite traducir este patron en la correspondiente distribucion

de tamafo de particula (McClements, 1999).

1.5.9 Evaluacién de la estabilidad de una emulsién por dispersion multiple de luz

La dispersion de luz estatica se usa para determinar tamafios de particulas entre
aproximadamente 0,1 y 1000um vy, por lo tanto, es adecuada para caracterizar las gotas en
la mayoria de las emulsiones alimentarias. Cuando un rayo de luz se dirige a través de
una emulsion, es dispersado por las gotas (Dickinson y Stainsby, 1982, Farinato y
Rowell, 1983, Hiemenz, 1986, Hunter, 1986, Everett, 1988). ElI conocimiento de la
distribucion del tamafio de las gotas permite predecir la influencia de las gotas en la
dispersion de la luz, por lo tanto, en la turbidez de una emulsion (Hernandez y Baker,
1991). Puede utilizarse una medida del grado de dispersion para proporcionar

informacion sobre la distribucion y concentracion del tamafio de las gotas. Los
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instrumentos analiticos basados en este principio han estado disponibles comercialmente
durante muchos afios (Mikula, 1992) y se utilizan ampliamente en la industria alimentaria
con fines de andlisis y/o investigacion.

Los analizadores verticales de barrido (Quick Scan®, Turbiscan®) son dispositivos
que permiten medir satisfactoriamente la desestabilizacion global de emulsiones,
espumas Yy dispersiones coloidales concentradas (Mengual et al., 1999; Sceni y Wagner,
2007; Palazolo et al., 2005; K. Wang et al., 2018). El equipo estd conformado por un
cabezal de deteccion que se desplaza verticalmente a lo largo de la celda cilindrica de
vidrio con fondo plano, donde la muestra se almacena durante el tiempo del ensayo. El
cabezal dispone de una fuente de luz en el infrarrojo cercano (A = 850nm). El detector de
transmitancia detecta la luz o radicacion trasmitida a través de la muestra (con un angulo
de 0°), mientras que el detector de retrodispersion (backscattering) recibe la radiacién
dispersada por la muestra en una direccion de 135° respecto al de haz de luz incidente
(Mengual et al., 1999; Pan et al., 2002). El cabezal realiza un barrido a lo largo de la
celda que contiene la muestra (entre 40 y 65mm dependiendo del equipo empleado),
recolectando los datos de transmitancia (T%) y backscattering (BS%) cada 40um. A
través del software asociado al analizador, se pueden seleccionar distintos programas de
barrido, que permiten la obtencion de perfiles de T% y BS% a distintos tiempos de
almacenamiento (Pan et al., 2002).

El andlisis de los perfiles de T% y BS% permite evaluar la cinética de los distintos

mecanismos de desestabilizacion de emulsiones (por ejemplo, cremado y coalescencia) si
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se elige adecuadamente la zona del tubo (Pan et al., 2002). En este sentido, el BS% es el
pardmetro mas utilizado y depende tanto de la fraccion volumétrica (o masica) de la fase
dispersa como del diametro (D) de particulas, es decir BS% = f (¢, D). EI BS% se
incrementa tanto con el aumento de ¢ (0o $m) como la disminucion de D. En cambio, si el
BS% soélo disminuye en la parte inferior de la celda y el perfil se desplaza hacia la parte
superior de la misma, el resultado es consistente con un proceso de cremado. En este
caso, la disminucién de BS% en la parte inferior de la celda se atribuye a una
disminucion de ¢; al mismo tiempo, el aumento de BS% en la parte superior de la celda
se atribuye a la formacion de una emulsién méas concentrada, la fase crema, de mayor ¢.
En sistemas reales, los procesos de cremado y coalescencia pueden ocurrir en forma
simultanea, por lo que la variacion temporal de los perfiles de BS% es mas compleja

(Henao, 2021).
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

- Obtener fracciones con alto contenido en polisacaridos insolubles (okara e ISPS) a
partir de residuos industriales de la soja, evaluando su aplicacion como agentes

emulsificantes en el desarrollo de emulsiones O/W.

1.6.2 Objetivos especificos

- Evaluar la aplicacion de técnicas de ultrasonido de alta energia, para modificar las
propiedades composicionales, morfoldgicas y funcionales de las fracciones de okara e
ISPS de soja.

- Analizar las propiedades emulsificantes de las fracciones obtenidas en la formulacion de
emulsiones O/W en diferentes condiciones de procesamiento comunmente utilizadas por
la industria de los alimentos (pH, agregado de sales).

- Definir las mejores condiciones de proceso evaluadas anteriormente para el desarrollo
de agentes emulsificantes con alto contenido en polisacaridos insolubles de soja con

potencial para su aplicacion en el desarrollo de emulsiones alimentarias O/W.
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Obtencidn, caracterizacion y propiedades funcionales de fracciones derivadas de la
harina de soja desgrasada

2.1 Okara de soja

Okara es un término general utilizado para denominar diferentes subproductos
insolubles generados durante la produccion de derivados de soja como el tofu y la leche
de soja, entre otros. Aproximadamente, 1,1-1,2kg de okara himedo se producen a partir
de 1,0kg de soja destinado para la produccion de leche de soja y tofu (Fayaz et al., 2019).
El okara seco, dependiendo su origen, puede ser rico en fibra dietaria total (25-57%) y
proteinas (23-63%), asi como en una cantidad considerable de minerales, oligoelementos,
saponinas, isoflavonas y otros nutrientes (Moscoso Ospina et al., 2022).

En esta investigacion, el okara de soja es generado como el residuo insoluble
resultante de una extraccién alcalina sobre la harina desgrasada de soja, utilizando la
tecnologia de ultrasonido de alta frecuencia antes y después de dicha extraccion, dando
como resultado la obtencidn de nuevas fracciones de okara. Este tipo de okara representa,
en condiciones normales de extraccion, aproximadamente el 40% de los sélidos de la
mencionada harina (Moscoso Ospina et al., 2022).

El okara de leche de soja se ha estudiado como fuente de fibra dietética en los
alimentos y como agente emulsificante debido a su importante contenido de proteinas y
polisacaridos (Li et al.,, 2012). No obstante, no existian previos a este trabajo de
investigacion, estudios intensivos sobre la aplicabilidad del okara producto de la

extraccion alcalina de proteinas de reserva. Cabe resaltar que todavia estos subproductos
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se consideran como un producto de desecho o un alimento para animales de bajo valor

agregado.

2.1.1 Polisacaridos solubles de soja

El polisacarido soluble de soja (SSPS) es un polisacarido obtenido luego de
someter a la harina de soja a dos extracciones, una alcalina (residuo insoluble) y otra
acida a elevada presion y temperatura (residuo soluble). La técnica de extraccién
patentada por la empresa Fuji Oil es muy eficiente para diversas variedades de SSPS que
difieren en sus propiedades fisicas y funcionalidades (Maeda y Nakamura, 2009). La
mencionada empresa ha comercializado SSPS bajo la marca 'SOYAFIBE-S' desde 1993.
Adicionalmente, diversos trabajos han analizado las diferencias en la composicion de
SSPS en funcion de los cambios en el proceso de extraccion (Morita, 1965; Yoshi et al.,
1996; Furuta et al., 1998).

El SSPS se compone principalmente de la fibra dietaria del cotiledon de soja y
genera soluciones acuosas con baja viscosidad y alta estabilidad. EI SSPS puede cumplir
con diversas funciones, tales como agente de dispersion, estabilizacion, emulsificacién
y/o adhesion. Por lo tanto, este material puede no solo usarse como materia prima para
aumentar el contenido de fibra de los alimentos, sino también como agente

tecnofuncional para el desarrollo de diversas matrices alimentarias.
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2.1.2 Polisacaridos insolubles de soja

Los polisacaridos insolubles de soja (ISPS) surgen a partir de la utilizacion del
precipitado insoluble generado luego de la extraccion acida que permite la produccion del
polisacarido solubles de soja (SSPS) como material soluble (Fuji et al., 2010).
Actualmente, no hay suficientes fuentes en la literatura especificas sobre la mencionada
fraccion insoluble, y tampoco un analisis profundo del efecto de diferentes procesos de

extraccion sobre sus caracteristicas composicionales y/o tecnofuncionales.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Materiales

Los copos desgrasados de soja fueron cedidos por la empresa Terminal 6 S.A.
(Santa Fe, Argentina). Todos los reactivos quimicos empleados en este trabajo fueron de

calidad analitica.

2.2.1.1 Harina desgrasada de soja

Los copos desgrasados de soja fueron triturados en un molino de cuchillas (FW
100 model, AJl) y tamizados hasta un tamafio de particula menor a 150um, dando como

resultado la harina desgrasada de soja.
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2.2.2 Extraccion de okara

La harina desgrasada de soja se hidratd en agua destilada en relacion harina:agua
(1:11m/V), ajustando a pH 9,0 con NaOH 4N. Dicha dispersion se llevo a un proceso de
homogeneizacién en un equipo tipo rotor-estator (Ultraturrax T-25, herramienta de
dispersion S25-18G, IKA Labortechnik, GmbH& Co, Staufen, Alemania) a 12000rpm
durante un minuto y se incubo a 65°C durante 35minutos. Después de esto, las
dispersiones fueron centrifugadas a 7000xg por 15 minutos a 4°C obteniendo una
fraccion insoluble humeda (okara humedo) que, previo una serie de lavados con 2-
propanol, se seco en estufa de aire forzado (40°C) (Maeda, 2000). En consecuencia, el
residuo seco se denomind okara (OK). Posteriormente, se realiz6 una variante sobre el
proceso de obtencion sometiendo la dispersion alcalina a un tratamiento de ultrasonido
(Sonics VibraCells, 75% potencia, 10 minutos, 15s ON, 15s OFF) pre y pos extraccién
alcalina, obteniendo como resultado las fracciones S-OK y OK-S, respectivamente

Figura 2.1.

2.2.2.1 Extraccién de polisacaridos insolubles de soja (ISPS)

La obtencion de fracciones enriquecidas en polisacaridos insolubles de soja
(ISPS) se obtuvieron adaptando el método propuesto por Fuji et al. (2010). Luego de las
respectivas extracciones alcalinas y de obtener los diferentes okaras hiumedos (OKh, S-
OKh, OKh-S), los mismos se rehidrataron nuevamente con agua destilada en relacion
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okara:agua (1:4m/V). Estas dispersiones fueron ajustadas a pH 3,0 con HCI 2N, se
homogeneizaron en un equipo rotor estator (12000rpm, 1min) y fueron sometidas a un
tratamiento térmico con autoclave (latm, 120°C, 90min). Seguidamente, fueron
centrifugadas (7000xg por 15 minutos a 4°C), descartando el sobrenadante soluble que
contiene el SSPS (Fuji et al., 2010). Los precipitados insolubles fueron tratados a partir
del método descrito por Porfiri et al. (2017), luego de los lavados con 2-propanol, y un
secado en estufa de aire forzado (40°C). Siguiendo la nomenclatura dada a los okaras,
estos tratamientos permitieron la obtencion de las fracciones S-ISPS, ISPS y ISPS-S

Figura 2.2.
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Figura 2.1. Diagrama de obtencion de las diferentes fracciones de okara de soja.
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2.2.2.2 Rendimiento de extraccién

Los rendimientos de extraccion de las diferentes fracciones de okara e ISPS se
calcularon mediante la Ecuacion 2.1. Este pardmetro es el resultado de la masa final
recuperada en la extraccion con respecto a la masa inicial de harina desgrasada de soja,

expresado como porcentaje.

masa de fraccién recuperada (g)
Harina desgrasada de soja (g)

Rendimiento (% m/m) = x 100(Ec. 2.1)

2.3 Caracterizacion fisicoguimica

2.3.1 Determinacion de humedad

Los contenidos de humedad de los okara e ISPS se calcularon como la pérdida de
peso por evaporacion de agua, luego de un tratamiento a 103 + 2°C por 2 horas utilizando
una estufa con circulacién forzada de airea presion atmosférica (Kirk et al., 1996; AOAC
International, 1990). Para ello, se utilizaron cajas de Petri con un contenido inicial de

muestra de 5g.
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2.3.2 Determinacioén del contenido de cenizas

Para esta determinacién, se pesaron aproximadamente 4g de muestra en cada
crisol. Posteriormente, se carbonizo dicha muestra con un mechero en la campana de
extraccion hasta que no se desprendian vapores humeantes, y se llevaron a una mufla a
550°C hasta obtener un residuo sin restos carbonosos (Kirk et al., 1996; AOAC

International, 1990).

2.3.3 Determinacion del contenido de proteinas

El contenido proteina bruta se determiné por el método de Kjeldahl utilizando el
factor de conversion Nx6,25. Este procedimiento consta de tres etapas. (1) Digestion; en
la cual se agrega una cantidad adecuada de acido sulfdrico para aumentar el punto de
ebullicién y un catalizador para acelerar la reaccion, tal como sulfato de cobre. (2)
Destilacion; donde el (NH,4),SO,4 formado se libera como NH3; en medio alcalino y se
transporta con ayuda de una destilacion por arrastre con vapor de agua a un recipiente
gue contiene una solucion acuosa diluida de H3BOs. (3) Titulacién; en esta etapa se
valora directamente el amoniaco retenido con un acido normalizado como HCI 0,1N
(AOAC International, 1990). En general, el procedimiento de referencia Kjeldahl
determina la materia nitrogenada total, que incluye tanto las proteinas como diversos

compuestos nitrogenados de naturaleza no proteica (Pearson, 1998).
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2.3.4 Electroforesis

La composicion polipeptidica de las fracciones de okara e ISPS se obtuvieron
empleando un equipo Biorad Miniprotean Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories Inc., EE.
UU). Los geles poliacrilamida se obtuvieron en condiciones reductoras y no reductoras
utilizando como agente tensioactivo el SDS. ElI SDS es un detergente que desnaturaliza
las estructuras secundarias Yy terciarias no unidas por puentes disulfuro y las recubre con
una carga negativa que se correlaciona con su longitud, lo que permite estimar los pesos
moleculares de las estructuras polipeptidicas presentes. La movilidad a través del gel
puede verse afectada por el estado de la proteina (por ejemplo, fosforilacion y presencia
de moléculas multiméricas) (Brunelleet al., 2014).

El sistema Laemmli SDS-PAGE (Laemmli, 1970), es un gel discontinuo con un
gel de Stacking o apilamiento superior y un gel de resolucion inferior que tienen
diferentes valores de pH y concentraciones de poliacrilamida. ElI gel de apilamiento
superior tiene un porcentaje mas bajo de poliacrilamida, lo que permite que las proteinas
se muevan rapidamente y se "apilen” en una banda apretada antes de entrar en el gel de
resolucion, con mayor porcentaje de poliacrilamida, para facilitar la separacion. Los
porcentajes de poliacrilamida se pueden optimizar segun el rango de tamafio de las

moléculas presentes en la muestra.
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2.3.4.1 Reactivos

Todos los reactivos empleados fueron de grado electroforesis. Se utilizd N, N” -
metilenbisacrilamida, tris (hidroximetil) aminometano (Tris), persulfato de amonio (APS,
(NH4)2S20s), N, N, N", N — tetrametiletilendiamina (TEMED), glicerol, dodecilsulfato de
sodio (SDS, 99% de pureza), B-mercaptoectanol (B-ME), Coomassie Brilliant Blue R-250
y azul de bromofenol.Las proteinas incluidas en los marcadores de peso molecular fueron:
fosforilasa b (92kDa), BSA (66kDa), ovoalbdmina (45kDa), anhidrasa carbonica (29kDa),
KTI (20,1kDa) y a-lactoalbdmina (14,4kDa).

Adicionalmente, se prepararon las siguientes soluciones:

a) Buffer de gel separador 4X: Se disolvieron Tris-HCI 1.5 M (18,13g), pH 88 y
SDS extra puro > 99% (0,4g) en 70ml de agua bidestilada. Se reajust6 el pH a 8,8
con HCl y se llevo a volumen final de 100ml en un matraz.

b) Buffer de stacking 4X o buffer de gel apilador: Se disolvieron Tris-HCI, 0,37M
(2,249), pH 6,8 y SDS extra puro > 99% (0,2g) en 30ml de agua bidestilada y se
reajustd a un pH de 6,8 con HCI en un volumen final de 50ml (matraz).

c) Buffer de muestra 2X desnaturalizante, para 50ml se utilizaron las siguientes
proporciones: 25% m/V glicerol (12,5ml), 0,1% m/V azul de bromofenol (50mg),
4% SDS (2,0g) (opcional B-mercaptoetanol).

d) Buffer de corrida 5X: Se disolvieron Tris Base 0,125M (7,5g), glicina 1M (37,5Q)

y SDS extra puro > 99% (2,5g) en 300ml de agua destilada ajustando a pH 8.3
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con HCI. Se llevé a volumen final de 500ml. Nota: se debe diluir 1:5 con agua
destilada para su uso.

e) Solucion de APS 10% m/V. Se preparé disolviendo la sal en agua bidestilada y se
utilizé inmediatamente después de su preparacion.

f) Solucion colorante: Coomasie Brilliant Blue R-250 0,192% m/V en una mezcla
de agua/metanol/acido acético (proporcion volumétrica 10:10:4).

g) Solucion decolorante: Mezcla de etanol/agua/acido acético (proporcion

volumétrica 25:20:5).

2.3.4.2 Preparacion de los geles

Se prepararon geles de 1,5mm de espesor a una concentracion de 12% m/V 'y 4%
m/V acrilamida-bisacrilamida para los geles separador y apilador, respectivamente. El gel
separador se preparé mezclando bajo agitacion magnética, adicionando acrilamida al
30,8% (10,92ml), buffer del gel separador 4X (7ml), agua bidestilada (10ml), TEMED
(30ul) y por altimo se adicion6 persulfato de amonio NH,4 (100pl). En la parte superior
del gel se agregdé cuidadosamente 1,0ml de una solucion etanol/agua 1:1 V/V para
minimizar la difusion del oxigeno al gel durante la polimerizacion, la cual se realiz6 a
8°C durante 15min.

Para la elaboracion del gel apilador o de stacking, se adicionaron acrilamida al

30,8% (1,06ml), buffer de stacking 4X (2,0ml), agua bidestilada (5ml), TEMED (16ul), y
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persulfato de amonio (60ul) Posteriormente, se colocaron los peines de stacking y se
llevdé a 8°C durante 15min hasta la polimerizacion. Las proporciones anteriormente

mencionadas equivalen a 2 geles con un espesor de 1,5mm.

2.3.4.3 Preparacion de las muestras

En primer lugar, se pesé una cantidad de concentrado para garantizar la siembra
de 15ug de proteina por calle, de acuerdo con el contenido de proteina bruta (Tabla 2.1y
2.2). Los concentrados se disolvieron en 1ml de buffer de muestra en presencia y
ausencia de B-ME, se agitaron en un vortex y se trataron térmicamente en un bafio de
agua a 100°C durante 5min. Luego, se enfriaron en un bafio de agua a temperatura
ambiente. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 10.000xg durante 10min a 20°C
empleando una centrifuga Hermle modelo 129-Z200 (Wehningen, Alemania). Las
proteinas usadas como patrones de peso molecular seccion 2.3.4.1 se utilizaron en forma

directa, sin preparacion previa, de acuerdo con las indicaciones dadas por el proveedor.

2.3.4.4 Condiciones de corrida, coloracién, decoloracién y revelado de los geles

Se sembraron 10puL de muestras (15ug proteina) y el patrén de peso molecular y
las corridas electroforéticas se realizaron a un amperaje constate de 12mA por placa. Los
geles se tifieron con la solucién colorante durante 2h y se decoloraron con la solucién

decolorante, con recambios constantes de la misma hasta completar una eficiente
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decoloracion. Las imagenes de los geles se obtuvieron mediante una camara fotografica

con lentes de 48MP, 8MP, 5MP y 5MP y se procesaron empleando el software IMAGE J.

2.3.4.5 Pruebas adicionales de disociacion proteica para fracciones ISPS

Para las fracciones de polisacaridos insolubles de soja (ISPS, S-ISPS e ISPS-S),
que presentaron problemas en la separacion e identificacion de bandas, por ello, se
realizaron pruebas de disociacién de acuerdo al proceso descrito por Zhang et al. (2012),
con pequefias modificaciones. Para dichas pruebas, las suspensiones de polisacaridos se
utilizaron a un contenido total de 75mg de proteina total. Se mezclaron utilizando un
volumen de 5ml de disolventes que contenian diversos perturbadores o desnaturalizantes
proteicos (urea 6,0M, SDS 0,5% m/V, ditiotreitol (DTT) 30mM). Las suspensiones
generadas se mezclaron bien y se dejaron en reposo por un lapso de 4 horas. Después de
esto, la turbidez fue medida a 600nm (Abs 600) en un espectrofometro UV-visible T60
(PG Instruments; Leicestershire, Reino Unido). Las medidas experimentales se realizaron

por triplicado.

2.3.5 Determinacion de fibra dietaria total

La determinacion de fibra dietaria total se solicitd como servicio técnico en el
Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de los Alimentos (CIDCA,

UNLP-CONICET). Se utiliz6 el método gravimétrico-enzimatico oficial de la AOAC
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(991.43; AOAC, 1995) aplicado a granos y productos derivados de cereales. Para ello,
muestras de okara e ISPS en solucion acuosa se sometieron a un proceso de digestion
enzimatica secuencial mediante a-amilasas (95°C), proteasas (60°C) y amiloglucosidasas
(65°C). Posteriormente, se tratd el digestato enzimatico con alcohol para precipitar la
fibra dietaria soluble antes de filtrar, el residuo se lavé con alcohol y acetona, se secO y se
peso. El remanente de este proceso se denomina como fibra dietaria total (FDT), previo

descuento del contenido de cenizas (2.3.2) y proteinas (2.3.3) de este residuo.

2.3.6 Determinacion de azlcares componentes neutros

La determinacidn se solicitd como servicio técnico al Centro de Investigacion en
Hidratos de Carbono (CIHIDECAR, UBA-CONICET). Se analizaron por cromatografia
gaseosa los alditoles peracetilados correspondientes a los azlcares generados por
hidrolisis acida. La técnica de hidrolisis utilizada es especifica para la determinacion de
material fibrilar (Morrison, 1988). Se utilizé un cromatdgrafo gaseoso Hewlett Packard
5890A, equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y un integrador HP3395.
Se utilizé nitrégeno como gas portador y las corridas se efectuaron con una relacion de
split 90:1. Se utiliz6 una columna capilar SP-2330 (Supelco), de 30m de largo, 0,25mm
de didmetro interno y 0,20um de espesor de la fase liquida. El flujo del gas portador fue

de 1ml/min y la presion en cabeza de columna fue de 15Psi. Se realiz6 una corrida de
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200°C a 230°C con una rampa a 2°C/min. Las temperaturas del inyector y detector fueron

de 240°C.

2.3.7 Espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR)

Las muestras solidas de okara e ISPS fueron analizadas en un espectrofotometro
FTIR (Shimatsu Affinity-1) a temperatura ambiente, equipado con un accesorio de
reflectancia total atenuada (ATR-8200HA) con prisma de ZnSe. La region espectral
estudiada fue de 4000 a 400cm™. Los espectros se obtuvieron mediante la realizacion de
64 barridos a una resolucion de 4,0cm™. Los datos fueron procesados con el software IR

Solution.

2.3.8 Morfologia mediante microscopia electronica

El ensayo microscopico de los okaras y los ISSP se realizaron en forma conjunta
con los técnicos del Servicio de Microscopia Electrénica y Microanalisis (SeMFi-LIMF)
de la Facultad de Ingenieria-UNLP. Para el mismo, se utiliz6 un microscopio FEI Quanta
200 a una presion de 4,14torr y 10°C. Las medidas se realizaron en modo de bajo vacio
(LVSEM) a 130Pa. EI analisis se realiz6 tomando micrografias de campos seleccionados

al azar a 1000X, 2500X y 5000X de aumento.
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2.3.9 Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado (n = 3) y los resultados se
informaron como valor promedio + desvio estandar. Los datos se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) vy las diferencias entre las medias se evaluaron usando la
prueba de Fisher (LSD) a un nivel de significancia del 5% (p <0.05). El analisis
estadistico se realizd con el software StatgraphicsCenturion XV (Statpoint Technologies

Inc.; Warrenton, VA, EE. UU.).

2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Rendimientoy composicién fisicoquimica de muestras de okara e ISPS

Los rendimientos de las diferentes fracciones fueron calculados segun la Ec 2.1.
El rendimiento de la fraccion de okara sin ser sometido a un tratamiento de sonicacion
fue de 27,5% + 0,5, presentando un resultado similar al reportado por Vaccaro et al.
(2016). Por otro lado, los okaras sonicados presentaron un rendimiento de 54,5% + 1,4
para S-OK y 225 + 1,1 para OK-S. La Tabla 2.1 muestra los resultados de los
rendimientos y composicion de okara. Los componentes mayoritarios de estas fracciones
fueron las proteinas y la fibra dietaria, estos en conjunto conforman el 82,6% para OK,
88,6% para S-OK y 81,1% para OK-S, respectivamente. Cabe resaltar que la fraccion S-
OK presentd un mayor rendimiento y un mayor contenido de proteina (63,3% m/m). Este

aumento en el contenido de proteina bruta puede ser debido a un proceso de
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insolubilizacion y precipitacion de ciertas fracciones de las proteinas de reserva, generado
a partir del tratamiento ultrasonico. Esta insolubilizacion puede atribuirse al efecto de la
cavitacion, que romperia los enlaces de hidrogeno y las interacciones hidrofébicas
responsables de la estructura intermolecular de las proteinas (Wang et al., 2008; Hu et al.,
2013). Ademas, el desplegamiento de dichas proteinas y la exposicion de residuos
hidrofobos jugarian un papel esencial en la formacion de agregados y la mencionada
tendencia a la precipitacion (Ma et al., 2019, Moscoso Ospina et al., 2022).

Karki et al. (2010) realizaron este mismo procedimiento con algunas
modificaciones, entre ellas, realizaron el tratamiento ultrasénico a pH isoionico,
aproximadamente de 6,2, luego ajustaron el pH a 8,5 con NaOH 2N con posterior
calentamiento a bafio Maria de 60°C por 30 minutos. Este tratamiento presento resultados
similares a los observados en el presente trabajo de investigacion, reportando similitudes
en el contenido proteico (30 y el 40%) y en los rendimientos de la fraccion de okara
obtenida. Por otro lado, Eze et al. (2022) realizaron extracciones alcalinas en buffer
fosfato 0,1M en un rango de pH 9,0 a 12,0, acompafiado de un proceso de sonicacion,
con el fin de investigar la influencia del pH y de un proceso de sonicado sobre la
separacion de las proteinas de la harina de soja durante un proceso de extraccion alcalina.
De acuerdo con estos autores, podria generarse una mayor insolubilizacion de algunas
unidades proteicas de la soja a pH altos adicionando un proceso de sonicacion al proceso,

recuperando un mayor contenido de proteina precipitada en medio alcalino. Estos

74



Obtencidn, caracterizacion y propiedades funcionales de fracciones derivadas de la
harina de soja desgrasada

resultados resaltan la incidencia del proceso de sonicado y de la etapa del proceso de

extraccion donde es aplicado, sobre la composicion de las fracciones obtenidas.

Tabla 2.1. Rendimiento de extraccion y andlisis composicional de la harina de soja y de
las diferentes fracciones de okara de soja

Proteina

Muestra Rendimiento (% m/m FDT CDF Humedad Cenizas
(%) bh) " (% m/m, bh) (% m/m) (%m/m) (% m/m)

HDS - 46,4 17,3 - 8,54
OK 275+1,4, 35302, 47,312, 6,33 6,1740,3, 4,9+0,1,
S-OK 54,5+0,8.  63,3%0,3.  25,3%0,7, 2,19 7,21+0,1,  2,0+0,1,
OK-S 225422,  23,6+0,2,  57,5+0,5, 7,44 6,46+0,2,  5,0+0,1;

Nota. bh: base humeda. HDS: Harina de soja desgrasada, FDT: Fibra dietaria total, CDF:
Carbohidratos diferentes de fibra (determinados por diferencia). Letras diferentes en cada
columna son significativamente diferentes (P < 0,05). Valores promedio (n = 3) + desvio

estandar.

Como se mencionaba anteriormente, el okara contiene un alto contenido de
polisacaridos y proteinas insolubles en condiciones alcalinas, parte de los cuales también
son insolubles después de ser sometidos a un tratamiento acido como se describi6 en el
item 2.2.2.1. En este sentido, los rendimientos de las fracciones de polisacaridos
insolubles de soja fueron: ISPS 16,3%, S-ISPS 35,4% e ISPS-S 15,4%. Ldgicamente
inferiores a las fracciones de okara correspondientes. La Tabla 2.2 muestra los resultados
de los rendimientos y composicion de las fracciones ISPS.
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Tabla 2.2.Rendimiento de extraccion y analisis composicional de diversas muestras de
polisacéridos insolubles de soja (ISPS)

Muestra Rendimiento l?(';/gtri'/?r?s FDT CDF Humedad Cenizas
(%) bh) ' (% m/m, bh) (% m/m)  (%m/m) (%m/m)

ISPS 16,3+1,84,  37,66+0,11, 4517+0,3;. 3,09 7,26+0,15, 6,71+0,88,
S-1SPS 35,4+1,33,  51,45+0,18; 31,96+1,2, 2,76 7,78+0,22, 7,04+0,76,
ISPS-S 15,4+2,12,  33,45+0,09, 44,05+1,1, 3,20 9,83+0,11; 9,45+0,67y

Nota. bh: base himeda. HDS: Harina de soja desgrasada, FDT: Fibra dietaria total, CDF:
Carbohidratos diferentes de fibra (determinados por diferencia). Letras diferentes en cada
columna son significativamente diferentes (P < 0,05). Valores promedio (n = 3) + desvio

estandar.

Las muestras de ISPS e ISPS-S presentaron un mayor contenido de proteina que
sus respectivos okaras, esto se debe a las caracteristicas de alta insolubilidad que
presentan las proteinas que se insolubilizaron durante la extraccion alcalina, las mismas
mantienen ese comportamiento luego de someterlas a la extraccion &cida en condiciones
de alta presion de vapor y temperatura (Porfiri et al., 2017). A esta caracteristica, se le
adiciona la insolubilizacion de las estructuras relacionadas con los polisacaridos solubles
de soja (SSPS) (Furuta et al., 1998), efecto que ocurrid en las tres muestras estudiadas.

Por otro lado, la muestra que proviene del okara sonicado previa extraccion

alcalina (S-ISPS) presentd, al igual que en los respectivos okaras, un rendimiento de
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extraccion mayor al de las otras muestras. Esta muestra fue la Gnica que presento una
reduccién en el contenido porcentual de proteinas, que puede relacionarse con la
solubilizacion a pH é&cido de parte de las estructuras proteicas que se habian
insolubilizado debido al proceso de sonicacion previo al tratamiento alcalino (Fuji et al.,
2010). En este sentido, la solubilizacion de estas estructuras a pH acido y sometidas a
altas temperaturas, pudo haber sido consecuencia de la presencia de un efecto disociativo
de las estructuras cuaternarias y terciarias de ciertas fracciones proteicas y/o de un
proceso de hidrolisis, que disminuyd el peso molecular de las mismas (Zhang et al., 2013;

Porfiri et al., 2017).

2.4.2 Electroforesis de okara en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes

El SDS-PAGE se realiz6 en condiciones no reductoras y reductoras B-ME
agregado al buffer de muestra (Figura 2.3). Todas las muestras de okara presentaron
bandas similares. Particularmente, las muestras OK y OK-S mostraron perfiles
electroforéticos similares en ambas condiciones. Las diferencias mas resaltables se
observaron en las bandas S-OK que mostraron una mayor concentracién en las
subunidades relacionadas con la fraccion 11S, denominada glicinina. En este sentido, en
condiciones no reductoras, la muestra S-OK presentd una banda bien definida con un
peso molecular atribuible a la subunidad 11S AB. Esta subunidad, al ser sometida a

condiciones reductoras, se disociaria en las subunidades A y B, las cuales son claramente
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observables en el respectivo gel de electroforesis. Este analisis electroforético permitio
inferir que el mayor contenido de proteina del S-OK se deberia a un aumento
significativo de la tendencia a precipitar de las fracciones 11S luego de ser sometidas a

un proceso de sonicacion previo a la extraccion alcalina (Moscoso Ospina et al., 2022).

7S o subunit
7S o subunit

11S AB subunit
7S [3 subunit

11S A subunit

11S B subunit

115 A5 subunit

Figura 2.3. Composicion proteica de muestras de okara de soja (OK, S-OK y OK-S) analizadas
en condiciones no reductoras y reductoras (5% de f-ME) mediante dodecilsulfato de sodio-

poliacrilamida electroforesis en gel (SDS-PAGE). Marcadores de peso molecular (PM): a-
lactoalbumina, 14,4kDa; inhibidor de tripsina, 20,1kDa; anhidrasa carbdnica, 30,0kDa;

ovoalbimina, 43,0kDa; albimina de suero bovino, 67,0kDa y fosforilasa b, 94,0kDa.

Por otro lado, todas las muestras exhibieron agregados proteicos de alto PM que
permanecieron en el punto de siembra. En esta zona superior del gel apilador se muestran
bandas de PM superiores a 100KDa que permanecieron ain en condiciones reductoras.

Estas estructuras podrian estar relacionadas a la presencia de proteinas de elevado peso
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molecular y/o a estructuras proteicas asociadas covalentemente a polisacaridos,

conformando una glicoproteina.

2.4.2.1 Electroforesis de ISPS en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes

Los geles de acrilamida en condiciones reductoras y no reductoras para las fracciones
de ISPS se realizaron con procedimiento descrito en el item 2.3.4. Cabe resaltar, que no
hay registro bibliogréfico que evidencie un andlisis sobre este tipo de fracciones con un
elevado contenido de polisacéridos de alto peso molecular. La Figura 2.4 permite
observar un frente de corrida del gel con agregados de alto peso molecular superiores a
100KDa, sin bandas definidas de estructuras proteicas entre 14 y 94KDa. Esto puede
atribuirse a que el SDS y B-ME no lograron disociar las uniones de los péptidos de alto
peso molecular presentes en este tipo de muestras. Adicionalmente, observamos bandas
de péptidos de bajo peso molecular en todas las muestras de ISPS analizadas. Dichos
péptidos podrian generarse a causa del fuerte tratamiento de temperatura y presion, en
tiempos prolongados, al que se somete el okara himedo durante la extraccion de los

polisacéridos insolubles de soja (ISPS).
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Figura 2.4. Composicion proteica de muestras de polisacaridos insolubles de soja (ISPS, S-ISPS
y ISPS-S) analizadas en condiciones no reductoras y reductoras (5% de S-ME) mediante

dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida electroforesis en gel (SDS-PAGE). Marcadores de peso
molecular (PM): o-lactoalbumina, 14,4kDa; inhibidor de tripsina, 20,1kDa; anhidrasa
carbodnica, 30,0kDa; ovoalbimina, 43,0 kDa; albumina de suero bovino, 67,0kDa y fosforilasa b,

94,0kDa.

Estos resultados plantearon la necesidad de analizar otras metodologias de
degradacion de proteinas con una solucion de agentes desnaturalizantes mas compleja
(urea 6.0M, SDS 0.5% m/m, 30mM DTT). Para ello, se procedioé a realizar un analisis
donde se analizd el efecto de estos agentes sobre la turbidez de dispersiones diluidas de
las diferentes muestras de ISPS. Este estudio no evidencié cambios significativos en los

valores de turbidez de dichas muestras (resultados no mostrados), permitiendo inferir que
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este nuevo agente desnaturalizante no permitira un cambio significativo sobre las
estructuras proteicas que permita la deteccion de bandas en los geles SDS-PAGE. Se
puede concluir que las proteinas presentes en los polisacaridos insolubles de soja estarian
unidas covalentemente a estructuras de polisacaridos, conformando, como se mencion0
previamente, una glicoproteina y/o podrian presentarse en forma de agregados de elevado
peso molecular generados luego de un proceso drastico a elevada temperatura, acidez y

presion, como el tratamiento de autoclave.

2.4.3 Anadlisis de azUcares neutros

Se analiz6 el contenido en porcentaje molar de los monosacaridos neutros
(rammnosa, fucosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y glucosa) para las diferentes
fracciones de okara e ISPS. La fraccion de carbohidratos insolubles de la soja, provienen
de las estructuras de la pared celular del grano de soja, y se compone mayoritariamente
por polisacaridos no celulésicos y minoritarios celulésicos (10%). Entre los no
celulésicos se destacan los polisacaridos acidos, compuestos por un nucleo basico de
acido D-galacturdnico, L-ramnosa y ramificaciones constituidas por residuos de galactosa
y arabinosa (Huisman et al., 1998). En relacion con dichas estructuras, los monosacaridos
predominantes en fracciones de okara fueron galactosa, glucosa y arabinosa. Estos

resultados se muestran en la Tabla 2.3
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Tabla 2.3. Contenido de azicares componentes neutros

Azlcar (%) Muestra

OK S-OK OK-S ISPS  SISPS  ISPS-S
Rammnosa 4402 28:02s  20:07 1901, 1501 18201y
Fucosa 27402,  11#01,  09+01, 16202, 12401, 1,640,1
Arabinosa  18,9+15; 14,6+14,  144%09; 62410, 6215,  8,0£0,1
Xilosa 58:0,7, 18404,  19$03, 150%164 14,1+0,8 13,6£0,4c
Manosa 2,301,  3,4%05,  21+01, 53+11y 49+04, 5620,
Galactosa 36,3+15, 40709,  402+¢10, 203%1,1, 19,9+2,2, 19,8+19,
Glucosa 20,6+12, 356£16,  385:13; 49,8+35, 52142, 49,6423

Nota. Proporcion de azlicares componentes neutros, expresados en % molar para las fracciones de
okara e ISPS analizados por cromatografia gaseosa de alditoles paracetilados generados por
hidrélisis acida. Letras diferentes en cada fila son significativamente diferentes (P < 0,05).

Valores promedio (n = 3) £ desvio estandar.

Como se mencionaba antes, la celulosa y la hemicelulosa son polisacaridos
presentes en la pared celular (Huisman et al., 2000; Rupérez et al., 1985). Las muestras
de S-OK y OK-S registraron una composicion sin diferencias destacables entre si, sin
embargo, presentaron una concentracion de glucosa y galactosa superior a la muestra que
no fue sometida a un tratamiento de sonicacion. En este sentido, es probable que la
sonicacion aumente la tendencia a precipitar de algunos restos celulosicos. Esto resalta la
incidencia del ultrasonido en las caracteristicas relacionadas a la composicion de las

diferentes fracciones de okara.
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La fraccion soluble extraida a partir de la harina de soja, luego de realizar un
tratamiento alcalino seguido de un tratamiento acido, como el propuesto en este trabajo
de investigacion, se denomina comercialmente polisacarido soluble de la soja (SSPS).
Este polisacarido estd compuesto por un esqueleto principal de ramnogalacturonano
ramificado por cadenas de f-1,4-galactano y a-1,3- o a-1,5-arabinano, vy
homogalacturonano, y contiene una fraccion proteica minoritaria (Nakamura et al., 2003).
Esto permite explicar la reduccion de los contenidos de galactosa y arabinosa observados
en las fracciones de ISPS, luego de la separacion de las fracciones solubles realizadas
sobre las muestras de okaras. En este sentido, las fracciones de ISPS estan compuestas
principalmente por glucosa (>49%) y galactosa (>19%), estos resultados son similares a
los reportados por Porfiri et al. (2017). Como se mencion6 anteriormente, el elevado
contenido de glucosa puede relacionarse con la presencia de residuos de material
celulésico en la harina de soja de partida. Dentro de estas estructuras, derivadas de las
paredes celulares, también pueden mencionarse los arabinogalactanos, los glucomananos
y los xiloglucanos (O'Toole, 2004; Redondo-Cuenca et al., 2008; Huisman et al., 2000).
Por altimo, también se observé una similitud en la composicion monosacarida de las tres
fracciones de polisacaridos insolubles de soja. La insolubilidad de las muestras en
condiciones alcalinas y acidas podria inferir la presencia de carbohidratos unidos
covalentemente a proteinas en una matriz glicoproteica, por ejemplo, formando proteinas
arabinogalactanos (AGPs) y/o proteinas glucomananos (Aspinall y Whyte, 1964; Fincher,

Stone y Clarke, 1983). Esta matriz, como se observa en diferentes gomas y pectinas,
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puede conducir a compuestos tensioactivos potencialmente aplicables en la formulacion

de emulsiones (Dickinson, 2009).

2.4.4 Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

Las bandas espectrales de FTIR mostraron que la composicién de okara se
modificd sustancialmente debido a los diferentes procesos de sonicacion (Figura 2.5y
2.6). Estos espectros FTIR mostraron bandas correspondientes a la region de
carbohidratos (900-1200cm™) y las bandas caracteristicas de la regién de proteinas
(amida I: ~1636cm™ y amida Il: ~1537cm™). En este sentido, la proporcién de las
mencionadas bandas se encuentra en linea con la relacion proteina/TDF enumerada en la
Tabla 2.1. Por otro lado, la relacion entre las intensidades de las bandas de amida | y Il
de la muestra S-OK (Amida I/1l: 0.97) fue mayor a la presente en las muestras OK
(Amida I/1I: 0,85) y OK-S (Amida I/ll: 0,71). En este sentido, Dev et al. (1988)
analizaron especificamente las estructuras de la globulina 11S en diferentes soluciones
acuosas mostrando una proporcion de intensidades de amida I/11 cercanas a 1. Por ello,
este resultado puede relacionarse con los datos analizados anteriormente en relacion a la
presencia de un elevado contenido de fracciones de globulina 11S en las muestras de S-

OK.
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Figura 2.5. Espectros de FTIR de diferentes fracciones de okara de soja.
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Figura 2.6. Espectros de FTIR de diferentes fracciones de polisacaridos insolubles de soja.
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Las caracteristicas estructurales de los polisacaridos insolubles de soja se
muestran en la Figura 2.6. Las muestras presentan un perfil espectral caracteristico para
las estructuras de polisacaridos de alto peso molecular, con un amplio pico alrededor de
3000-3700cm™ y un pico de menor tamafio es observado a 2930cm™ correspondientes al
estiramiento o “stretching” de grupos OH de los enlaces de hidrégeno y al estiramiento
del grupo CH, respectivamente (Coimbra et al., 1998; Mateos-Aparicio et al., 2010).
Adicionalmente, los picos que se encuentran en un rango entre 1000-1400cm™ (Figura
2.6), corresponden en gran medida a las vibraciones de estiramiento o “stretching
vibrations” de las cadenas laterales OH del enlace glucosidico (C-O-C) (Coimbra et al.,
1998).

Ademas de los picos relacionados a las estructuras de los polisacaridos, se pueden
observar las bandas correspondientes a las amidas | y Il,aproximadamente a una longitud
de onda de 1700-1600 y 1550cm™, respectivamente (Figura 2.6), lo que confirma la
presencia de las estructuras proteicas descriptas en los analisis composicionales (Tabla
2.2). Cabe sefialar que las relaciones Amida I/11 fueron cercanas a 1 y similares entre las
fracciones, con valores de 0,9353 para ISPS, 0,9352 para S-ISPS y 0,9343 para ISPS-S,
lo que indica que las caracteristicas estructurales de las proteinas sometidas a ambos
procesos de extraccion (alcalina y &cida), podrian no haberse visto afectadas por el

proceso de sonicacion como ocurrid con los respectivos okaras.
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2.4.5 Morfologia

Las imagenes de microscopia electronica de barrido de bajo vacio de las
diferentes fracciones de okara se muestran en la Figura 2.7. La fraccion OK presento
fibras compactas de gran tamafio (>30um), morfolégicamente diferente con respecto a las

fracciones de S-OK y OK-S.

oK
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Figura 2.7. Microscopia electronica de barrido de las diferentes fracciones de okara de soja, con

aumentos de 1000X, 2500X y 5000X.
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En este sentido, las fracciones sometidas al efecto del ultrasonido, exhibieron un
rompimiento y/o desplegamiento de las estructuras de los polisacaridos de alto peso
molecular, obteniendo unidades de menor tamafio, estas fibras se redujeron
considerablemente y por lo tanto aumentaron su area superficial. La reduccion del
tamafo de particula de estas estructuras, ya sea por sonicacion o por tratamientos de altas
presiones, pueden influir positivamente sobre las propiedades funcionales, como la
propiedad emulsificante de dichas fracciones (Colletti et al., 2020). Estos tratamientos de
alta energia pueden también incidir en forma directa sobre las estructuras proteicas
presentes en las respectivas fracciones, modificando sus propiedades estructurales y
funcionales (Fang et al., 2021). Lyu et al. (2021) realizaron microscopias con aumentos
similares en fibras de okara. En esta investigacion trataron las fibras de okara
enzimaticamente con o-amilasas, las cuales también disminuyeron su tamafio de

particula.
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Figura 2.8. Microscopia electrénica de barrido de las diferentes fracciones de polisacaridos

insolubles de soja, con aumentos de 500X, 1000X y 2500X.

Las micrografias de las tres muestras de polisacéridos insolubles de soja se
muestran en la Figura 2.8. Dichas muestras estan compuestas por particulas pequefias
totalmente amorfas y densas, con granulos no circulares, arrugados y dafiados. Puede
notarse claramente que las muestras sometidas a sonicacion (S-ISPS e ISPS-S)
presentaron estructuras con un mayor tamafo respecto a la fraccion sin tratamiento. Las
fracciones de ISPS presentan estructuras mas pequefias con respecto a sus otras dos

variantes, con un tamafio aproximado a 40pum a un aumento de 2500X. Estas diferencias
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podrian relacionarse a la presencia de agregados compactos de gran tamafio en las

muestras sonicadas.

2.5 Conclusiones parciales

v" El proceso de sonicacién puede generar un mayor 0 menor porcentaje de
rendimiento, dependiendo de la etapa de extraccién en la que sea aplicado. Este
proceso modifica la solubilidad de algunos componentes. En el caso del proceso
de sonicacion previo al tratamiento alcalino, la cavitacion provocaria el
desplegamiento de las estructuras proteicas con una consecuente exposicién de los
residuos hidrofobicos, teniendo como consecuencia la formacién de agregados y

el aumento de la tendencia a precipitar de dichas estructuras.

v Las fracciones de okara analizadas mediante electroforesis, en condiciones
reductoras y no reductoras, presentan perfiles electroforéticos similares. Las
bandas correspondientes a la fraccion S-OK mostré un elevado contenido de
glicina 11S, probablemente debido al aumento de la tendencia a precipitar de
dichas fracciones proteicas debido al proceso de sonicacion previa extraccion
alcalina. Por otro lado, no pudo realizarse un anélisis similar sobre el contenido

proteico de las fracciones de ISPS, este se encontraria unido covalentemente a las
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estructuras de los polisacaridos y/o formando complejos de elevado peso

molecular, dificultando su identificacion mediante esta técnica de analisis.

v Los monosacaridos presentes en las diferentes fracciones de okara y polisacaridos
insolubles de soja fueron manosa, fucosa, arabinosa, xilosa, galactosa y glucosa.
En todas las fracciones de okara, los monosacaridos mayoritarios fueron la
galactosa y la glucosa, provenientes principalmente del material celulésico y de
diferentes estructuras relacionadas a galactanos y homogalacturonanos. Por otro
lado, las fracciones de ISPS presentan un alto contenido de glucosa, galactosa y
xilosa. El elevado contenido de glucosa en las tres fracciones, evidencia un
elevado contenido de material de naturaleza celulésica. Por dltimo, la
insolubilidad de estas fracciones en condiciones alcalinas y acidas puede asociarse
a la presencia de polisacaridos unidos covalentemente a estructuras proteicas, en
una matriz glicoproteica, formando posiblemente estructuras como las observadas

en los arabinogalactano y/o proteinas de glucomanano.

v’ El efecto de sonicado generd cambios importantes en los espectros generados por
FTIR principalmente en la region relacionada con las proteinas (Amida
I~1636cm™ y 11~1537cm™). La presencia de globulinas 11S en soluciones acuosas
fueron reportadas por otros autores mostrando relaciones de intensidad de amida |

y Il cercanas a 1. En este sentido, el aumento de la sefial en la region amida Il en
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la fraccion S-OK dio como resultado una relacion de 0.97. Por otro lado, las
fracciones ISPS presentaron un perfil espectral caracteristico de las estructuras de
polisacaridos de alto peso molecular. Las relaciones Amida I/1l fueron cercanas a
1 y similares entre fracciones, esto indicaria que las caracteristicas estructurales
de las proteinas sometidas a ambos procesos de extraccion (alcalina y acida),
podrian no verse afectadas por el proceso de sonicacion como ocurrio durante la

obtencion de las respectivas fracciones de okara.

v' La cavitacion ejerce una ruptura de las estructuras de los polisacaridos
disminuyendo considerablemente el tamafio de particula de las fracciones de los
okara y aumentando su area superficial. Por otro lado, la alta presion a la que se
somete el sistema también pudo generar la formacion de agregados proteicos de

elevado peso molecular.
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Propiedades de interfase

3.1 Introduccioén

La caracterizacion interfacial de los sistemas alimentarios es fundamental para el
investigador o desarrollador de alimentos. Muchos productos alimenticios (aderezos para
ensaladas, coberturas batidas y helados) son sistemas de coloides dispersos, como
emulsiones, suspensiones o espumas. La textura, estructura y estabilidad de estas
dispersiones tienen una importancia fundamental para el fabricante de alimentos. El area
interfacial de las dispersiones finas es muy alta y, por lo tanto, estas interfaces influyen
fuertemente en el comportamiento de las dispersiones. La textura y estructura de los
alimentos es muy delicada, por lo que en sus investigaciones se deben aplicar métodos

experimentales que causen poco o ningun dafio estructural.

3.1.1 Coloide

Un coloide es una combinacion estable de particulas de una sustancia que se
suspenden en una segunda sustancia; dichas particulas tienen al menos una de las
dimensiones principales de aproximadamente 1 nm a 1 >m. El pequefio tamafio de las
particulas coloidales significa que un alto porcentaje de las moléculas estaran en la
superficie. La quimica de la superficie es de vital importancia para la comprension de sus
propiedades. Una emulsién es un sol en el que las particulas suspendidas son gotas

liquidas y la fase continua también es liquida; las dos fases son inmiscibles, de lo
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contrario se formaria una soluciéon. Una suspensién coloidal es un sol de particulas
solidas suspendidas en un liquido. La espuma es un sistema coloidal de burbujas de gas
dispersas en un liquido o solido (Bajpai, 2018). De acuerdo con las diferentes
propiedades de las particulas, el sistema coloidal se puede agrupar en dos clasificaciones

generales:

1. Sol: hay energias de interfase y sin interfase entre la fase dispersa y el medio de
dispersion. Es un sistema termodinamicamente inestable e irreversible y no se
reconstituye facilmente después de la separacién de fases. Esto a menudo se llama
un coloide li6fobo.

2. La solucion del material macromolecular: no hay interfase y energias libres de
interfase entre la fase dispersa y el medio de dispersién. Es un sistema
termodinamicamente estable y puede recuperarse después de la separacion. Esto a

menudo se llama un coloide li6filo.

Hay algunas propiedades similares y algunas propiedades diferentes entre los dos
tipos de sistemas coloidales. Las propiedades relacionadas con el tamafio de particula son
similares, pero las propiedades relacionadas con la interfase son diferentes. Por ejemplo,
las propiedades dinamicas, las propiedades oOpticas, las propiedades reoldgicas, etc., son
similares, pero las propiedades eléctricas, las propiedades de adsorcion, etc., son

diferentes. Aunque el tamafio de las particulas en el sistema de suspension es mayor que
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en el sistema coloidal, también hay una mayor interfase entre la fase dispersa y el medio
de dispersién en el sistema de suspensién, y muchas propiedades del sistema de
suspension son similares a las del sistema coloidal; por lo tanto, el estudio sobre el
sistema de suspension generalmente se incluye en la categoria de quimica coloidal

(Chang, 2016).

312 Solubilidad proteica

La solubilidad proteica es la capacidad de un material proteico para formar
soluciones coloidales. El concepto de solubilidad depende de las condiciones
experimentales para su determinacién y, por ende, es un concepto operativo, dado que no
se puede hacer una definicion termodinamica. En este contexto, la solubilidad proteica se
define como la proporcion de nitrégeno (o proteina) de una muestra que se solubiliza
luego de un procedimiento especifico de solubilizacién (Pilosof, 2000). En general, este
procedimiento incluye un proceso de agitacion suave (por ejemplo, agitacién magnética)
a una temperatura y tiempo definidos. Luego, las particulas insolubles se remueven por
centrifugacion en condiciones definidas, o por filtracion, y se procede a la determinacion
de proteinas en el sobrenadante o liquido filtrado. La solubilidad proteica depende del
estado fisico-quimico de sus moléculas, el pH, la temperatura, la fuerza ionica y la

presencia de ciertos solventes organicos.
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3.1.3 Tensiones superficiales e interfaciales

La atraccion entre las moléculas de un liquido en la superficie esta sujeta a una
fuerza neta dirigida hacia dentro del cuerpo liquido. Esto da como resultado la formacion
de una estructura similar a una pelicula, 0 membrana, con cierta resistencia al cambio. La
superficie del liquido tenderd a ajustarse de tal manera que se minimice su area
superficial.

Por otro lado, para crear una nueva superficie se deberd otorgar energia al
sistema. La energia necesaria para aumentar la superficie por unidad de area se denomina
“tension superficial”, cuando analicemos una interfase entre un liquido y un gas. Por otro
lado, para referirse a la tensién de una interfase generada entre dos liquidos, se utiliza el
término "tension interfacial”. Las unidades del Sl para tension interfacial son mili-
Newtons por metro (N x 10°/m), que es exactamente igual a la obsoleta unidad, dinas por

centimetro (Tiab & Donaldson., 2004).

3.1.4 Reologia interfacial

La reologia es el estudio de la relacion entre la fuerza (esfuerzo) y la deformacion
de los materiales. Se pueden destacar dos comportamientos reolégicos simples, que son
fluidos viscosos y solidos elasticos. Un fluido en reposo no puede resistir fuerzas
cortantes, por lo que bajo la accion de tales fuerzas se deforma continuamente. Con la
eliminacion de la fuerza, se deja de deformar, pero permanece cualquier deformacion

anterior. Si esta fuerza se aplica a un solido elastico, se deformara instantaneamente, pero
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la forma inicial se recupera por completo al eliminar la fuerza. Esto sucede porque para
los sélidos, la resistencia a una deformacién por cortante depende de la deformacion
misma; es decir, el esfuerzo cortante es una funcion de la deformacion unitaria. Ya para
fluidos, el esfuerzo cortante es una funcion de la velocidad de deformacion. Sin embargo,
existen materiales que tienen un comportamiento intermedio entre estos dos, conocidos
como materiales viscoelasticos, debido a que tienen caracteristicas tanto viscosas como
elésticas (Coffler, 2022).

La reologia interfacial estudia las interfaces que se forman cuando dos liquidos
inmiscibles se ponen en contacto. El conocimiento sobre la respuesta mecénica de estas
interfaces es extremadamente importante. El estudio de estas caracteristicas complejas de
la interfase se asocia con el término reologia bidimensional o 2D, mientras que las
propiedades de amontonamiento se conocen como reologia 3D (Derkach et al., 2009). La
tension interfacial se reduce mediante la adsorcion de tensioactivos en la interfaz
agua/aceite y se facilita la formacion de emulsiones. Las estructuras interfaciales afectan
la formacion y estabilidad de las emulsiones. La fuerza de la pelicula formada retrasa o
inhibe el proceso de coalescencia. Las propiedades interfaciales, directamente
relacionadas con las caracteristicas de las capas adsorbidas, son muy importantes en la
dinamica de la coalescencia (Santini et al., 2007; Pandolfini et al., 2017). La reologia
dilatacional interfacial, que representa la respuesta del estrés interfacial a las

deformaciones dilatacionales de la interfaz, permite la caracterizacion de las propiedades
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viscoelasticas de la capa adsorbida (Lucassen-Reynders, 1993; Jaensson yVermant,
2018).

La region interfacial es capaz de responder a las perturbaciones como
deformaciones de expansion/compresion (cambios de area o volumen en forma

constante) o cizallamiento (cambios de forma en area o volumen constante).

3.1.5 Potencial-¢

El potencial ¢, es una medida del potencial eléctrico en la superficie interfacial de
las particulas suspendidas. Sus unidades son los milivoltios (mV). Los valores de -30 a 30
mV indican inestabilidad en el sistema, valores por debajo de -30 y arriba de 30mV,
indican aumento en la estabilidad, siendo ésta, cada vez mayor conforme aumenta (de
forma absoluta) el valor del potencial £. La medicion se realiza en una celda
electroquimica con dos electrodos conectados a una fuente de poder, esto crea un campo
eléctrico. Los coloides migran, y dependiendo de su movimiento y direccién se tiene el
valor del potencial £ (Kosegarten y Jiménez, 2012).

El valor del potencial £ se ve marcadamente afectado por el pH de la emulsion,
por el efecto de éste en la carga de las particulas. Asi, las variaciones en el pH resultaran
en variaciones en el potencial £ y, por tanto, en la estabilidad de la emulsiéon. En una
dispersion proteica, por ejemplo, un potencial  de cero a cierto pH, coincide con el punto

isoeléctrico, y provocara precipitacion de estas macromoléculas (Maldonado et al., 2011).
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La existencia de iones en la fase acuosa de la emulsidn, tiene también un efecto
directo en el valor del potencial £ y, por ende, en la estabilidad de la emulsion. El tamafio
de gota, independientemente del tipo y concentracion de emulsificantes, temperatura y
caracteristicas de la homogeneizacion, tienen efecto sobre su tamafio, y es influenciado

por los valores del pH y concentracion electrolitica (Kosegarten y Jiménez, 2012).

3.2 Materiales y métodos
3.2.2 Solubilidad proteica

El contenido de proteinas se determind usando el método espectrofotométrico de
Lowry modificado usando BSA como proteina estandar (Markwell et al., 1981). Para esta
determinacion se tuvo en cuenta el valor de proteina total por método de Kjeldahl. Las
muestras de okara (OK, S-OK, OK-S) e ISPS (ISPS, S-ISPS, ISPS-S) se dispersaron en
agua destilada (0,1% m/V) por agitacion magnética suave durante 2h, se le ajust6 el pH a
cada muestra entre 2,0 y 8,0, usando soluciones de HCI 0,1M o NaOH 0,1M. Luego estas
dispersiones fueron centrifugadas a 10.000xg durante 20 minutos a 20°C (centrifuga
Hermle 129 Z200 M/H; Wehningen, Alemania) y se descart6 el sedimento. El contenido
de proteina se determiné en los sobrenadantes.

Para la determinacién de la concentracion de proteina en las dispersiones, se

prepard una solucion madre patrén de concentracion de BSA 0,1% m /V (1000ug/ml) en
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agua destilada y a partir de la misma, diluciones en un rango de concentracion de proteina
entre 20 y 100pug/ml. Como blanco se utiliz6 agua destilada.

Para la realizacion colorimétrica se prepararon los siguientes reactivos: reactivo
A: se disolvieron 4,0g de NaOH, 20,0g de Na,COs3, 10,0g de SDS y 1,69 de tartrato de
sodio y potasio tetrahidratado (Sal de Rochelle) en agua destilada hasta un volumen final
de 1 litro; reactivo B: se disolvieron 4,0g de CuSO45H,0 en agua destilada hasta
completar un volumen final de 100ml; reactivo C: reactivo alcalino de cobre, obtenido
mezclando los reactivos A 'y B en una proporcién volumétrica 100:1V/V; reactivo D:
reactivo comercial de Folin-Ciocalteu.

Para la reaccion colorimétrica a 1,0ml de agua destilada (blanco) o dispersion
acuosa (muestra, patrdn), se le agregaron 3,0ml de reactivo C incubando durante 60min a
temperatura ambiente. Luego, se agregd 0,3ml de reactivo D, se agité vigorosamente en
un vortex y se incubd durante 45min. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 660nm
(Abs660) en un espectrofotometro UV-visible T-60 (PG Instruments; Leicestershire,
Reino Unido).

Como se mencion6 anteriormente, el proceso de calibrado se realizé con distintas
diluciones de la soluciéon madre patron de BSA. El rango seleccionado de concentracion
proteica ([P]) (20-100ug/ml) asegurd una respuesta lineal de la Abs660 corregida por el
blanco (Abs660c) con [P], de acuerdo con el trabajo original (Markwell et al, 1981). La
ecuacion de la recta de mejor ajuste a los datos experimentales (Abs660c = B-[P] + A) se

obtuvo por andlisis de regresion lineal mediante el método de los minimos cuadrados
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usando el software Origin 9,0 (OriginLab Corporation; Northampton, Massachussets,
USA). La Figura 3.1 describe, a modo de ejemplo, una de las rectas utilizadas a lo largo

del trabajo experimental.

04}

o
w
1

Abs (660c¢)
o

[N

Ll

0,1

20 40 60 80 100
[P] pg/ml

Figura 3.1. Recta de calibracién para la determinacion de proteina por el método de Markwell
et al (1978), obtenida con disoluciones de BSA en un rango de concentracion 20—-100.g/mL. La

ecuacion de la recta es: Abs660c = 0,0035-[P] —0,00365 (r2 = 0,99).

La concentracidn de proteina en la dispersion se obtuvo a partir de Abs660c, la

pendiente (B) y la ordenada al origen (A) de la recta de calibracién:

[P] (u_g) _ AbS6ZOC_A(EC 3.1)

ml
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La concentracion de proteinas en la dispersion inicial se calculé como:

[P] (% %) = [P] X fg X f. X 100(Ec 3.2)

[P] es la concentracién de proteinas (ug/mL), fq es el factor de dilucion de la dispersion y

fc es el factor de conversion de pg a g (1-10).

Finalmente, la solubilidad de proteinas (SP) se calculé como:

S, = % x 100(Ec 3.3)
t

p

Donde Ps es la concentracion de proteinas en los sobrenadantes (% m/V),
respectivamente; P; son las concentraciones de proteinas totales (% m/V),

respectivamente.

3.2.3 Potencial zeta-¢

Las diferentes fracciones de okara y ISPS (1% m/m) se dispersaron en buffer
citrato de sodio 10mM por agitacion magnética durante un periodo de 16h, para asegurar
su completa hidratacion. Para cada muestra, se ajusté el pH a 3,0 y 4,5. Luego de esto se
diluyeron 1:1m/m en buffer citrato de sodio 10mM (item 3.2.2) a su correspondiente pH,
usando soluciones de HCI o NaOH 0,1M. Estas diluciones fueron cargadas en celdas
capilares (modelo DTS1070) provistas de electrodos de platino a cada lado (Figura3.2) y

el potencial-{ se midié a 25°C usando un analizador Malvern Zetasizer ZSP ZEN 5600
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(Malvern Panalytical Ltd; Worcestershire, Reino Unido), a un &ngulo fijo de 173°. Las
determinaciones se realizaron en tres dispersiones preparadas en forma independiente y

con 20 lecturas por réplica.

A/

R ——

Electrodo ) Electrodo

Capilar

*
®
0

Figura 3.2. Representacién de una celda capilar para la determinacion de potencial-{ (Henao,

2021).

3.2.4 Reologia interfacial

Las propiedades reologicas en la interfase aceite/agua se evaluaron en
dispersiones acuosas de okara (4,0% m/m) y ISPS (2,0% m/m) (Porfiri et al., 2017;
Vaccaro, 2016; Moscoso Ospina et al., 2022). Las diferentes muestras, a pH 3,0 y 4,5, se
hidrataron en buffer citrato de sodio 10mM (item 3.2.2) durante un periodo de 16h. Para

la determinacion, se emple6 un reémetro oscilatorio AR-G2 (TA Instruments, Waters
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LLC; Newcastle, DE, EE. UU.), al cual se asoci6é un anillo de Du Noly (Figura 3.3).
Para realizar los ensayos, las dispersiones acuosas (20ml) se colocaron en un cristalizador
de vidrio de 6,7cm de diametro, se sumergio el anillo y posteriormente se colocé 20ml de
aceite refinado de girasol. Finalmente, el anillo se posicioné en la interfase agua/aceite,
fijando un gap de 6000um (Altura de interfase) en todas las mediciones para asegurar la
reproducibilidad. Los barridos de tiempo se realizaron con una frecuencia constante de

0,1Hz y una deformacion ajustada al 3,0% dentro del rango de viscoelasticidad lineal.

riil =
> Anillo Du Noiiy
== S
—1— > Aceite
P —— —
= > Dispersion acuosa
\ e

Figura 3.3. Representacion grafica de la geometria de anillo Du Nolly en la interfase aceite/agua
para la determinacidn de la tensién interfacial de equilibrio y de la reologia interfacial (Henao,

2021).
3.2.5 Determinacion de la tensién interfacial

La tension interfacial en la interfase aceite/agua, se midié utilizando un

tensidometro automatizado de equilibrio Lauda TD3 LMT 850 asociado una unidad
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termostéatica Peltier para el control de la temperatura. La medicion se realiz6 empleando
un anillo Du Noly previamente sumergido en una solucion de etanol, lavado varias veces
con agua destilada, y, por ultimo, flameado a la llama con un mechero Bunsen para
eliminar impurezas. Las fracciones de okara y ISPS se dispersaron en buffer citrato de
sodio 10mM a una concentraciéon de 1% m/V), realizando también diluciones a 1, 0,5,
0,25, 0,1, 0,05, 0,025 y 0,005% m/V. Estas diluciones permitieron generar la curva de
solubilidad trabajando a valores de pH de 3,0 y 4,5. Antes de comenzar la medicién
automatizada, se ajustd la temperatura a 25°C y la diferencia de densidad entre las
dispersiones acuosas Yy oleosas. Luego, se colocaron 20ml de dispersion en un
cristalizador de vidrio provisto por el equipo y se sumergi6 el anillo Du Noly en el seno
de la dispersion hasta colocarlo en una posicion cercana a la interfase. Posteriormente, se
afiadieron cuidadosamente 20ml de aceite de girasol completando la interfase (Figura
3.3). Por ultimo, se midio la tension interfacial cada minuto y las medidas se optimizaron
en el tiempo hasta llegar al valor de equilibrio (y%). La medicion del buffer citrato se
realiz6 a los mismos pH como control de partida (y°). La presién superficial de equilibrio

(me) se calcul6 como:
m, =y° —y®(Ec 3.4)
Yo €s la tension interfacial del buffer citrato de sodio 10mM, ajustada al mismo pH que el

de la dispersion acuosa.
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3.3 Resultados y discusién

3.3.1 Dependencia de la solubilidad proteica con el pH

La fraccién S-OK contiene un mayor contenido de proteina total (Tabla 2.1)
probablemente debido al proceso de sonicacién previo al tratamiento a pH 9,0, que
aumento sustancialmente la tendencia de las fracciones de proteina 11S a precipitar. La
presencia de estas proteinas también pudo demostrarse analizando el perfil de solubilidad
de la fraccion S-OK (Figura 3.4), que fue comparable con el comportamiento de las
fracciones de soja analizadas por Kimura (2008). La muestra S-OK fue la Unica que
mostro una curva de solubilidad de pH en forma de U, con una solubilidad minima en el
punto isoeléctrico (pl ~4,5) de las proteinas de almacenamiento en semillas de soja
(Pearson, 1983). El perfil de solubilidad de la fraccién S-OK fue superior en toda la
escala de pH analizada, en comparacion con las observadas en OK y OK-S (Figura 3.4).
Estas Gltimas fracciones presentan proteinas practicamente insolubles con un mayor peso
molecular. Estos resultados permitirian demostrar la presencia de proteinas de reserva
11S que precipitaron formando agregados reversibles a través de interacciones no
covalentes (interacciones débiles y/o enlaces de hidrégeno o hidrofébicos) debido al

proceso de sonicacion (Karshikoff, 2006; Moscoso Ospina et al., 2022).
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Figura 3.4. Dependencia del pH en la solubilidad de las proteinas presentes en las muestras de
okara de soja (OK, S-OK y OK-S). Los valores se expresaron como la media de tres mediciones

independientes (n = 3) + desviacion estandar.

Por otro lado, respecto a las fracciones ISPS, todas las fracciones aumentaron su
solubilidad en el pl (Figura 3.5) con respecto a sus fracciones de partida (Figura 3.4). En
general el aumento de solubilidad de proteina fue aproximadamente del 5% al 10% en
todos los rangos de pH con respecto a las fracciones OK y OK-S, probablemente debido a
la modificacién estructural de las proteinas producto de la hidr6lisis acida iniciada
durante el proceso de autoclave. Esta hidrdlisis produciria una disociacion de las
estructuras oligoméricas de la glicinina y un despliegue simultaneo de las cadenas
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polipeptidicas de las subunidades AB. Se debe tener en cuenta que la glicinina (proteina
tipo 11S), una de las principales globulinas de las semillas de soja, tiene una estructura
hexadmera (AB)s con un peso molecular de alrededor de 360kDa en su estado nativo. Su
estructura cuaternaria esta estabilizada por interacciones electrostaticas e hidrofobicas y
por puentes disulfuro entre los polipéptidos A y B (Peng et al., 1984). La hidrolisis de
estas estructuras mejoraria notablemente la solubilidad y las propiedades tensioactivas de
las fracciones obtenidas (Kim y Kinsella, 1987a,b). Otro factor que puede tener
incidencia en el mencionado aumento de solubilidad (Figura 3.4 y 3.5), puede
relacionarse con la presencia de un proceso de desamidacion generado por las
condiciones de pH &acido y elevada temperatura y presion, a las que se someten los okaras
para la obtencién de las respectivas fracciones ISPS. Esta desamidacion podria ser
comprobada por la disminucién de la sefial amida Il en las fracciones de polisacéaridos
insolubles de soja con respecto a okara (Item 2.4.4). Este tipo de reaccion sobre las
proteinas de soja, informada previamente por Wagner y Guéguen (1995), ademas de
aumentar la solubilidad de la glicinina, tendria un efecto directo sobre la cinética de

adsorcién en la interfase y la mejora de sus propiedades emulsificantes.

108



Propiedades de interfase
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Figura 3.5. Dependencia del pH en la solubilidad de la proteina para muestras de (ISPS, S-ISPS
e ISPS-S) Los valores se expresaron como la media de tres mediciones independientes (n = 3) #

desviacion estandar.

3.3.2 Dependencia de la presién y la tension interfacial con el pH

El efecto de las muestras de okara (OK, S-OK, OK-S) sobre la tension interfacial
(ve) de los diferentes sistemas dispersos, y por consiguiente, de su presion interfacial de
equilibrio (T¢), se muestran en la Figura 3.6. Las tres muestras redujeron la tension
interfacial aceite/agua con el aumento de la concentracion (% m/m) hasta llegar a la

saturacion de la interfase a valores de 1% m/m. Estos resultados indicarian que las
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muestras de okara presentan una potencial actividad emulsionante, formando una pelicula
interfacial protectora durante el proceso de homogeneizacion protegiendo las gotas en
emulsiones O/W vy evitando la colisién entre ellas (Moscoso Ospina et al., 2022). En
particular, la dispersion de S-OK a pH 3,0, presentd los valores méas altos de presion
interfacial (Figura 3.6p). En este caso, la presencia de subunidades proteicas 11S
migrando hacia la interfase, generarian esta diferencia significativa respecto a las otras
muestras de okara. Por otro lado, se puede resaltar, que las fracciones de okara aun
estando en su pH isoeléctrico, mostraron una disminucién en la tension interfacial vye, este
dato resulta interesante teniendo en cuenta que tedricamente las proteinas de reserva de la
soja tienden a agregarse a este pH, dificultando su actividad funcional (Molina y Wagner,

2002).
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Figura 3.6. Dependencia de la tension y la presion interfacial en el equilibrio para muestras de

okara (n = 3). Curvas de tension interfacial en el equilibrio vs. concentracion (% m/m) a pH 3,0

(@) y pH 4,5 (c), y Curvas de la presion interfacial en el equilibrio vs. concentracion(% m/m) a

pH 3,0 (b) y pH 4,5 (d).

El efecto de las muestras ISPS (ISPS, S-ISPS, ISPS-S) sobre la tensién interfacial

ve Y la presion interfacial en el equilibrio ¢, se muestran en la Figura 3.7. Todas las

dispersiones tuvieron un aumento significativo de la presion interfacial ~.. Se puede

observar que las tres muestras de ISPS presentaron un comportamiento similar entre si,

incluso sin un efecto marcado por el empleo de dos condiciones de pH diferentes. En
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comparacion con las muestras de okara, las dispersiones de ISPS permitieron un descenso
mas répido de la tension interfacial en funcion de la concentracion, permitiendo un
descenso de dicho parametro, en todas las condiciones, hasta valores inferiores a 16
mN/m. Las fracciones de polisacaridos insolubles presentarian estructuras proteicas con
una mayor facilidad de difusién, desplegamiento y reacomodamiento en la interfase. En
este sentido, el comportamiento interfacial, relacionado con el acomodamiento de las
particulas en la interfase agua/aceite, son fundamentales para estudiar y predecir el
comportamiento de este tipo de estructuras actuando como agentes emulsificantes. Estos
resultados permiten inferir que las fracciones ISPS también presentarian un potencial

para ser aplicados como agentes emulsificantes (Porfiri et al., 2017).
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Figura 3.7. Dependencia de la tension y la presion interfacial en el equilibrio para muestras

ISPS (n = 3). Curvas de tension interfacial en el equilibrio vs. concentracion (% m/m) a pH 3,0

(@) y pH 4,5 (c), y Curvas de la presion interfacial en el equilibrio vs. concentracién (% m/m) a

pH 3,0 (b) y pH 4,5 (d).

3.3.3 Dependencia del potencial-£ con el pH

El pH es uno de los factores que mas afecta a la carga de las particulas en

dispersion y por ende al valor del potencial-C (Hunter, 2011). Esta variacion en funcion
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del pH, depende de la cantidad de grupos ionizables y el pKa de moléculas de proteinas y
polisacaridos (Henao, 2021). Tedricamente, si la magnitud del potencial-{ de las
particulas en dispersién exhibe valores mayores de +30mV o menores de -30mV,
tenderan a repelerse entre si y las dispersiones se consideran estables. Los valores de
potencial-C expresados en mV para fracciones de okara e ISPS, a pH 3,0 y pH 4,5, se
exhiben en la Figura 3.8. Todas las fracciones en estos rangos de pH presentaron valores
de potencial negativos, a excepcion de la muestra S-OK a pH 3,0. Esta marcada
diferencia podria relacionarse con la presencia de las subunidades proteicas 11S,
presentes en esta fraccion y en una condicién por debajo del pl (Moscoso Ospina et al.,
2022). A pH 4,5, las diferentes fracciones presentaron un marcado descenso hacia
potenciales mas negativos. Como era de esperar, la carga positiva de las proteinas de
reserva que se encontraban en la fraccion S-OK, se anularon ante la condicion de pH
isoeléctrico en el medio de dispersion. A nivel de la estabilidad de las dispersiones, a pH
3,0 las fuerzas de atraccion electroestaticas serian lo suficientemente importantes para
generar la presencia de agregados. Por otro lado, a pH 4,5 podrian obtenerse dispersiones

de mayor estabilidad utilizando particularmente las fracciones ISPS.
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Figura 3.8. Dependencia del potencial zeta (¢) con el pH para muestras de okara y ISPS (n = 3)

+ desviacion estandar. a) pH 3,0, b) pH 4,5.

3.3.4 Reologia interfacial

El comportamiento interfacial de las dispersiones de okara también se evalud
determinando la viscosidad compleja (n*) en funcion del tiempo Figura 3.9. Un aumento
de n* que ripidamente forma una meseta, indica una répida adsorciéon de
macromoléculas en la interfase aceite/agua induciendo una estructura interfacial similar a
la de un gel (Baldursdottir et al., 2010). En este sentido, las dispersiones S-OK
promovieron una pelicula con una mejor estructura viscoelastica (valores n* mas altos)
que las muestras OK y OK-S. Este aumento de n*, podria atribuirse al comportamiento

mencionado previamente de las estructuras proteicas relacionadas a las fracciones
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proteicas 11S presentes en la muestra S-OK (Amine et al., 2014), a la accién de los

polisacéaridos que modifican la estructura del film interfacial al interactuar directamente

con la interfase a través de la presencia de estructuras glicoproteicas y/o en la generacion

de capas externas. Por otro lado, el analisis de los valores de n* evidencié una diferencia

significativa en funcion del pH (Figura 3.9p). En este sentido, se observo una caida en

los valores de viscosidad a pH 4,5, la cual puede relacionarse con una menor interaccion

electrostética, a nivel de la interfase, entre las proteinas y los polisacéridos, sumada a una

menor actividad de estructuras proteicas que poseen un pH isoeléctrico en esas

condiciones.
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Figura 3.9. Viscosidad compleja [n*] en el tiempo para muestras de okara (4,0% m/m) a) pH 3,0

y b) pH 4,5) e ISPS (2% m/m) pH 4,5 (¢) pH 3,0 y d) pH 4,5). Valores medios (n = 3).
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El comportamiento reoldgico interfacial para fracciones ISPS se muestra en la
Figura 3.9. En todos los casos, las fracciones ISPS presentaron mayores valores de n*
que la muestra de okara correspondiente, a excepcion de la muestra S-ISPS donde la
tendencia fue similar. Esto se relaciona a la propiedad de las fracciones de polisacéridos
insolubles de soja para generan peliculas interfaciales con propiedades viscoelasticas
acordes a la de un agente emulsificante de buenas caracteristicas funcionales. Este
comportamiento, no dependiente del pH, puede relacionarse a la disminucion del
contenido de proteinas de reserva y a la actividad de los polisacaridos cumpliendo el rol
de generar capas alrededor de la interfase proteica, modificando positivamente la rigidez
de la misma. Esta actividad de los polisacaridos estaria en relacion con el aumento de
zonas hidrofébicas expuestas durante el tratamiento de homogeneizacion mediante

sonicado de alta energia (Ngouémazong et al., 2015).

3.4 Conclusiones parciales

v' La muestra S-OK fue la Unica que present6 una curva de solubilidad en funcién
del pH tipo U, presentando la menor solubilidad en el punto isoeléctrico de las
proteinas de reserva (pl ~4,5). S-OK mostr6 una solubilidad asociada,
principalmente, al elevado contenido de estructuras proteicas relacionadas con la

glicinina (11S). Las curvas de las fracciones OK y OK-S, demostraron la
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presencia de proteinas practicamente insolubles. Estos resultados permiten inferir
que las proteinas de reserva precipitan, formando agregados reversibles a través

de interacciones no covalentes durante el proceso de sonicacion.

Las fracciones ISPS presentaron una mayor solubilidad que las fracciones de
okara correspondientes. EI aumento de la solubilidad proteica estaria ligado a
diversos factores como la hidrdlisis proteica y/o a la desamidacion de dichas

estructuras bajo condiciones acidas fuertes, elevada temperatura y presion.

Las fracciones de okara redujeron la tension interfacial aceite/agua con el
aumento de la concentracién hasta llegar a la saturacion de la interfase utilizando
1% m/m de cada fraccién. En particular, la dispersion de S-OK a pH 3,0, presento
los valores mas altos de presion interfacial. Las subunidades 11S presentes en esta
fraccion, migrarian de forma mas eficiente hacia la interfase actuando como

agentes tensioactivos.

Las dispersiones de ISPS, a bajas concentraciones, presentaron una alta capacidad
para aumentar su actividad interfacial. respecto a las fracciones de okara. Dichas
dispersiones, también permitieron una reduccion importante en los valores de
tension superficial en el equilibrio. En comparacion con las fracciones ISPS y

ISPS-S, la fraccion S-ISPS presentd una menor actividad tensioactiva a 4,5,
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debido a un efecto negativo de la condicién de pH sobre parte de sus estructuras
proteicas.

Todas las fracciones presentaron valores de potencial-C negativos a pH 3,0 y 4,5 a
excepcion de la muestra S-OK a pH 3,0. Esto debido a las subunidades 11S
presentes en esta fraccion. Los valores absolutos de fueron menores en todos los
casos a 15mV, esto quiere decir, que las fuerzas de repulsion son menores que las

de atraccion.

Las dispersiones S-OK y S-ISPS promovieron la formacion de un film mas
resistente (valores n* mas altos) con respecto a las otras fracciones. Este aumento
de n* podria atribuirse a una buena actividad emulsionante, debido a un mayor
contenido de proteinas y/o a la accién de los polisacaridos que modifican la
estructura de la pelicula al interactuar directamente en la interfaz (mediante

estructuras glicoproteicas) o en la formacién de capas externas.

119



Capitulo 4

Formulacion y estabilizacion de
emulsiones O/W



Formulacion y estabilizacion de emulsiones O/W

4 Emulsiones
Una emulsion es una dispersion termodindmicamente inestable de dos o mas

liquidos inmiscibles o parcialmente miscibles, en la cual, uno de los liquidos se dispersa
en forma de pequefias gotas esféricas. Las emulsiones se clasifican de acuerdo con la
distribucion de las fases oleosa y acuosa. La sustancia que forma las gotas en una
emulsion se conoce como fase dispersa o interna, mientras que la sustancia que se
encuentra como liquido circundante se denomina fase continua o externa. En la mayoria
de las emulsiones alimentarias, los diametros de las gotas se encuentran entre 0,1 y 100
micrones (Dickinson y Stainsby, 1982; Walstra, 1996a). Un sistema que consta de gotas
de aceite dispersas en una fase acuosa se conoce como emulsion aceite en agua (oil-in-
water, O/W), mientras que un sistema que consta de gotas de agua dispersas en una fase
oleosa se denomina emulsion agua en aceite (water-in-oil, W/O) (Dickinson y

McClements, 1995).

4.1 Coloides

Los coloides son dispersiones de dos o mas materiales inmiscibles, donde la
longitud caracteristica de las inclusiones (particulas) se encuentra entre 1nm y 1>m. Sin
embargo, en los alimentos, el término "coloides™ generalmente incluye dispersiones que
contienen particulas mas grandes. Una propiedad clave que presentan estos alimentos es
la presencia de un gran namero de particulas, con la consiguiente elevada area interfacial

presente entre las particulas y la fase continua. Las propiedades de los coloides
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alimentarios estan dominadas por las particulas y sus interacciones, que a su vez estan

controladas por las propiedades de la region interfacial.

4.1.1 Tipo de emulsiones

Las emulsiones alimentarias pueden ser sistemas simples (O/W o W/O), o
multiples, en las que la fase dispersa ya es una emulsién (W/O/W, O/W/O). A menudo,
contienen una mezcla compleja de ingredientes que incluyen proteinas, polisacéridos,
otro tipo de emulsionantes, sales, agua y aceite. Cada uno de estos ingredientes

contribuye a las propiedades generales de la emulsion.

4.1.2 Factores que afectan la estabilidad de la emulsion

Las emulsiones O/W pueden desestabilizarse por tres mecanismos principales:
cremado, agregacion y coalescencia. El proceso de cremado se refiere al ascenso de las
gotas de aceite hacia la zona superior de la emulsion, el agrupamiento de dos 0 mas gotas
es llamado agregacion y por ultimo la coalescencia que ocurre cuando las gotas originales
pierden sus identidades y se funden en gotas mas grandes reduciendo el area de interface
total (Dickinson, 1997; McClements, 2004; Tangsuphoom & Coupland, 2008). Algunos

de los factores y su influencia, son explicados a continuacion:
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Tamario de gota y distribucion del tamafio de la gota: La estabilidad de una emulsion
puede ser medida como la funcion del comportamiento del nimero de gotas presentes en
funcion del tiempo, gotas muy pequefias forman emulsiones més estables en comparacion
de las gotas méas grandes dado que tienen una mayor probabilidad a la agregacién y
coalescencia. Ademas, las gotas dispersas aumentaran su tamafio en relacién al nimero
de colisiones, siendo un factor determinante la distribucion de estas y el tiempo de

residencia (Nylander et al., 2008).

Viscosidad de las emulsiones: La viscosidad de las emulsiones puede ser
sustancialmente mas alta que la viscosidad de ya sea el aceite o0 el agua. Esto es debido a
que las emulsiones muestran comportamientos no-Newtonianos causados por el
desplazamiento de la gota o viscosidad estructural. Una viscosidad elevada de la fase
continua disminuye la frecuencia de colisiones entre las gotas dispersas y por tanto la
energia de colision, resultando favorable a la para estabilidad de la emulsion (Nylander et

al., 2008).

Film interfacial: Las emulsiones son estabilizadas por peliculas que se forman alrededor
de las gotas de agua en la interface aceite/agua. Esas peliculas resultan de la adsorcion de
moléculas anfifilicas de alto peso molecular que son activas interfacialmente (por

ejemplo, exhiben comportamiento como surfactante) (Nylander et al., 2008).
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pH y fuerza idnica: Las interacciones atractivas y repulsivas entre proteinas y
polisacaridos dependeran de factores tales como el pH y la fuerza idnica del sistema. Por
debajo del pl de las proteinas y con polisacéridos cationicos, tales como el quitosano, en
general ocurriran interacciones repulsivas, mientras que por encima del pl ocurriran

interacciones atractivas formando complejos coacervados (Dickinson, 2003).

4.1.3 Formacion

El proceso de convertir dos liquidos inmiscibles en una emulsion se conoce como
homogeneizacion, y el dispositivo mecanico disefiado para llevar a cabo este proceso se
denomina homogeneizador. Para distinguir entre la naturaleza de los materiales de
partida, es conveniente dividir la homogeneizacion en dos categorias. La formacién de
una emulsion directamente a partir de dos liquidos separados se definird como
homogeneizacion primaria (emulsion gruesa), mientras que la reduccion del tamafio de
las gotas en una emulsion existente se definirA como homogeneizacién secundaria
(emulsién fina). La creacion de un tipo particular de emulsion alimentaria puede implicar
el uso de cualquiera de estos tipos de homogeneizacion o una combinacién de ambos. Por
ejemplo, la preparacién de un aderezo para ensaladas en la cocina se realiza por
homogeneizacion directa de las fases acuosa y oleosa y, por tanto, es un ejemplo de
homogeneizacion primaria, mientras que la leche homogeneizada se fabrica reduciendo el
tamafo de los globulos de grasa de la leche cruda y también lo es un ejemplo de

homogeneizacion secundaria. En muchas operaciones de procesamiento de alimentos y
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estudios de laboratorio, es méas eficiente preparar una emulsién en dos pasos
(McClements, 1999).

El proceso de formacion de una emulsion es claramente una etapa critica en la
estabilidad futura de la misma. Los principales factores que determinan la "calidad"” de la
emulsion recién formada son: (1) la adsorcién de emulsionantes a la superficie de la gota;
(2) el proceso de homogeneizacion utilizado; y (3) la estabilidad del film interfacial

(Robins y Wilde. 2003).

4.1.4 Caracterizacion y Propiedades de Coloides y Emulsiones

4.1.4.1 Tamafo de particula

El tamafio de las particulas o gotas dispersas es un factor clave en las propiedades
y estabilidad de la emulsién. Las particulas en los alimentos coloidales son generalmente
muy polidispersas, con un factor de 10 o mas entre los tamafios de las particulas mas
grandes y las més pequefias. Por lo tanto, es muy importante generar una distribucion de
tamarfio de particula 6ptima para cada producto y asegurarse de que la misma no cambie
durante su almacenamiento.

Tipicamente, en la industria alimentaria, las emulsiones O/W contienen gotas de
aceite con un diametro en el rango de 0,5-2>m, y las emulsiones W/O, como los
productos para untar, presentan gotas de agua de hasta 20>m. Las particulas sélidas

dispersas, como los cristales de azUcar en el chocolate, tienen un diametro en el rango de
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0,1 a 50>m, aungue una sensacion “arenosa” es detectable cuando las particulas superan

los 20>m (Robins & Wilde, 2003).

4.1.4.2 Estabilidad

Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables, con el tiempo
suficiente, estos sistemas se separaran en sus fases iniciales. Sin embargo, se puede lograr
una estabilidad del tipo cinética, pudiendo formular alimentos que permanezcan
comparativamente estables durante la vida Gtil requerida. Esta claro que la presencia de
un proceso de cremado, generando una reorganizacion fisica de las gotas, podria ser
reversible, mientras que la presencia de un proceso de coalescencia generaria un deterioro
irreversible del producto emulsificado (Robins & Wilde, 2003). En lo referente a la
formacion de floculos, el desarrollar una emulsion estable a la floculacion permite evitar
la coalescencia, debido a la mayor probabilidad de interaccién entre gotas que se
presentan en ese tipo de estructuras agregadas. Sin embargo, ciertos aditivos utilizados en
los alimentos, por ejemplo, los agentes estabilizantes (principalmente polisacaridos),
pueden causar la floculacién de las gotas impartiendo una textura particular y deseada al

alimento.
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4.1.4.3 Reologia

Las propiedades reoldgicas de las emulsiones son importantes, tanto durante el
procesamiento como en el producto final, siendo un componente importante de la
sensacion en la boca de las diferentes emulsiones alimentarias. La respuesta de la
emulsion al estrés mecéanico puede imitar liquidos simples, como las emulsiones diluidas
(ej. leche) o, en el otro extremo, pueden disefiarse para impartir una textura sélida, como
en los aderezos (Robins y Wilde, 2003).

Las propiedades reoldgicas estan controladas principalmente por la concentracion
y el tamafio de las gotas y por la composicion de la fase continua. Las emulsiones de baja
concentracion de gotas, donde las gotas no estan floculadas y la fase continua es un
liqguido simple, tendran una viscosidad baja y constante a una temperatura dada
(comportamiento newtoniano). A medida que aumenta la concentracion de gotas y/o se
produce un proceso de floculacion de gotas, la emulsion se vuelve progresivamente un
sistema no newtoniano. Su respuesta al flujo depende ahora de la magnitud de la tension

aplicada y de las escalas de tiempo de aplicacion (Dickinson, 1998).
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Preparacion de las emulsiones O/W

Las emulsiones se prepararon empleando un proceso de homogeneizacion de dos

etapas consecutivas.
4.2.1.1 Emulsiones gruesas

Se utilizaron las fracciones OK, S-OK y OK-S en porcentaje (2 y 4% m/m) en
buffer citrato de sodio 10mM, ajustando el pH a 3,0 y 4,5, con y sin el agregado de sales
(CaCl; o NaCl, 20mM) (Moscoso Ospina et al., 2022). Con posterior adicion de azida de
sodio al 0,03% m/V, para evitar la proliferacion de microorganismos ambientales. Estas
fibras de okara en dispersion, se dejaron en suspension por un periodo de 24 horas, para
favorecer la adsorcion de compuestos de superficie y la correcta hidratacion de dichas
fracciones. Posteriormente a este procedimiento, las dispersiones se agitaron en agitador
magnético durante 10min (50rpm, 25°C) para ser incluidas como fase dispersante. Para la
preparacion de emulsiones O/W, se utiliz6 aceite refinado de girasol (Molino Cafiuelas,
Cafiuelas, Argentina) en una fraccion masica (¢n) de 0,3. Estas se realizaron utilizando
un homogeneizador tipo rotor/estator Ultraturrax T-25 (20.000rpm, 2min) (IKA
Labortechnik, Staufen, Alemania), empleando recipientes de policloruro de vinilo (PVC)

de 30mm de diametro interno.
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4.2.1.2 Emulsiones finas

Las emulsiones finas se obtuvieron por sonicacion de las preemulsiones o
emulsiones gruesas (item 4.2.1.1), empleando un homogeneizador ultrasénico de alta
intensidad Sonic Vibracell 750VCX (Sonic & Materials Inc.; Newton, E.E.U.U). El
proceso de sonicacién se llevo a cabo con un tiempo efectivo de 2min (con secuencias
on/off de 15s), operado a 75% de amplitud. Durante la homogeizacion ultrasonica, el
vaso conteniendo la preemulsion se introdujo en un bafio de agua hielo para permitir la
disipacion eficiente del calor generado durante el proceso.

Por otro lado, a diferencia de las fracciones de okara, las dispersiones de ISPS, S-
ISPS e ISPS-S, se realizaron con una concentracion de 1y 2% m/m. Las concentraciones
utilizadas para estas fracciones, se seleccionaron segln trabajos previos realizados en

nuestro grupo de investigacién (Porfiri et al., 2017; Vaccaro. 2016; Fortunato, 2018).

4.2.2 Distribucion de tamafio de particula (DTP)

La DTP de las emulsiones se determiné por dispersién estatica de luz empleando
un analizador de tamafio de particula Malvern Mastersizer 2000-E (Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, Reino Unido) asociado a una unidad de dispersién por via himeda
(Hydro 2000 MU). Las medidas se realizaron utilizando agua como dispersante y la
velocidad de la helice agitadora en la unidad dispersora fue de 2000rpm. Para llevar a

cabo las mediciones, se agrego emulsion hasta alcanzar un nivel de turbidez adecuado.
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Los pardmetros dpticos empleados para la conversion del patron angular de dispersion de
luz en la DTP fueron: indice de refraccion del dispersante: 1,33, indice de refraccion de la
fase dispersa (aceite de girasol): 1,47 y coeficiente de absorcion: 0,001. Ademas, se
realizé una medida adicional después de 2min de sonicacién a 40W con una sonda de
baja energia presente en el equipo. Este procedimiento es adecuado para romper los
fléculos presentes en emulsiones preparadas con muestras ricas en polisacaridos
(Higashitani et al., 1993; Porfiri et al., 2017). Las medidas experimentales se realizaron
para las emulsiones gruesas (1, 30 y 60min) y para las emulsiones finas (1, 14 y 28dias).
A partir de las DTP de las emulsiones sin y con tratamiento previo de sonicacion, se
obtuvieron los didmetros promedios de De Brouckere (D 4,3). Finalmente, el grado de

floculacion (GF) se obtuvo a partir de la expresion:

— D[4;3] _D[4’3] SonicadO(EC 4 1)

GF
D[4"3] Sonicado

Donde D[4,3] y D[4,3]sonicado SON los didmetros ponderados por volumen,

medidos antes y después del tratamiento de ultrasonido, respectivamente.

4.2.3 Cinética de cremado

El andlisis de la cinética de separacion gravitacional para las emulsiones gruesas

de OK, S-OK y OK-S se realizd utilizando tubos graduados (10ml). Dichas emulsiones,
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inmediatamente después de ser preparadas, se trasvasaron a dichos tubos, se mantuvieron
en posicion vertical y de manera visual se report6 el volumen de fase acuosa separada
(Vea) cada 15min hasta un tiempo final de 60min. El célculo del porcentaje de fase
acuosa %FA se realiz6 con respecto al volumen total de la emulsion (Vg) segun la Ec 4.2.

(Porfiri et al., 2017).

<%,FA=VV—FEA x100 (Ec 4.2)

Donde VE es el volumen de la emulsién en el tubo graduado y Vea es el volumen

de la fase acuosa separada.

4.2.3.1 Evaluacion de la estabilidad global en condiciones estacionarias por
dispersion multiple de luz

La estabilidad global de las emulsiones finas, formuladas con las diferentes
fracciones de okara e ISPS, se determind por dispersion de luz en un analizador vertical
de barrido Turbiscan Lab (Formulation, Francia) a una longitud de onda (A=850nm). Para
realizar dicho andlisis, las emulsiones se colocaron en celdas cilindricas (80mm) y se
registraron los valores de transmitancia (T%) y retrodispersion de la luz o backscattering
(BS%) en funcidn de la altura de la celda. Estas emulsiones fueron almacenadas durante
28 dias, realizando mediciones en forma semanal.

Para evaluar la estabilidad de las emulsiones se determind el indice de estabilidad

de Turbiscan (TSI). EI TSI es un célculo basado en los datos brutos que obtiene el

130



Formulacion y estabilizacion de emulsiones O/W

analizador a partir de los valores de transmitancia (T%) y backscattering (BS%),
obteniendo como resultado un unico nimero que refleja la desestabilizacion del sistema
disperso. Cuanto mayor es el valor de TSI, mayor es la desestabilizacion en la muestra. El

TSI se calculé como:

TSI = 2iZh|Barridoi(h)};Barridoi_l(h)|(EC 4.3)

Donde el Barrido j(h) es la transmitancia del i-ésimo barrido a una altura de h, y H

es la altura total de la muestra medida (Wang, Li, & Zhang, 2018).

4.2.4 Comportamiento de flujo

El comportamiento de flujo de las emulsiones finas se realiz6 empleando un
rebmetro AR-G2 (TA Instruments, Waters LLC; Newcastle, DE, EE. UU.) asociado a
una geometria cono-plato (diametro 40mm y angulo 2°; gap = 1000um). Los ensayos se
realizaron a una velocidad de deformacion entre 0,01 a 200s™ y a una temperatura de 25
+ 1°C, luego se realizd un ensayo de loop a 200s™ durante 1min, hasta un descenso a
0,01S* controlado mediante un bafio termostatizado (Julabo ACW100, Julabo
Labortechnik; Seelbach, Alemania) adaptado al redmetro. Antes del inicio de los ensayos,

todas las emulsiones se dejaron en reposo durante 2min para equilibrar la temperatura.
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Las determinaciones se realizaron por triplicado y las curvas de flujo se ajustaron al
modelo reoldgico de Herschell-Bulkley:
T =19+ ky"(Ec 4.3)
Donde, y es velocidad de deformacion (s*) los pardmetros K (Pa-s") y n (sin
unidades) son los indices de consistencia y de comportamiento de flujo y to umbral de

fluencia (Pa), respectivamente (Muller, 1973).

4.2.4.1 Reologia oscilatoria

La reologia oscilatoria de las emulsiones finas se estudié utilizando un redmetro
AR-G2 (TA Instruments; New Castle, DE, EE. UU.) con geometria de placas paralelas
(gap de 500>m, didmetro de 40mm). La temperatura (25°C) se control6 con un bafio de
agua (Julabo ACW100, Julabo Labortechnik, Alemania) asociado al reémetro. Los datos
experimentales se obtuvieron registrando el mdédulo complejo G* (Pa) y la viscosidad
compleja (Pa.s) en funcion de la frecuencia de oscilacion (rango 0.6-628Rad/s) dentro del

rango de viscoelasticidad lineal previamente determinado por barridos deformacion (1%).

4.2.5 Microscopia Optica.

La microestructura de las emulsiones formuladas con las fracciones de okara fue

analizada a temperatura ambiente (~25°C) con un microscopio éptico con un aumento de
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40x con una dilucion 1:1 para emulsiones gruesas y 1:3 para emulsiones finas. Para
obtener las micrografias, se adapté una cdmara digital (Electronic Eyepiece, Hangzhou

Future Optics Sci. & Tech. Co., Ltd.; Hangzhou, China)

4.2.5.1 Evaluacién de la microestructura

Para evaluar la microestructura de las emulsiones de ISPS, se tomaron alicuotas
de 10ul de emulsion y posteriormente se diluyeron en proporcion 1:10(V/V). Las
emulsiones diluidas se colocaron en un porta objetos (75mm x 25mm) y se cubrieron
cuidadosamente con un cubreobjeto (22mm x 22mm). Las observaciones se realizaron
empleando un lector multimodal de imagen Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc.;
Winooski, VT, EE. UU.), con un aumento de 100x y 200x. Las imégenes se procesaron

con software Gen 5 (R) asociado al equipo.

4.3 Resultados y discusion
4.3.1 Emulsiones gruesas de okara

4.3.1.1 Distribucion de tamafio de particula y microestructura de emulsiones

En esta seccion se analizd la distribucion del tamafio de particula y la
microestructura de las emulsiones gruesas para las tres fracciones de okara (OK, S-OK y
OK-S). Las Figuras 4.1 y 4.2 presentannlas diferentes distribuciones de tamafo de

particulas en volumen con sus respectivas micrografias.
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Figura 4.1. Distribuciones de tamafio de particula y microestructura de emulsiones gruesas O/W
preparadas con dispersiones acuosas (4,0% m/m) fracciones de okara a pH 3,0: a) OK, b) S-OK,

c) OK-S, con y sin el agregado de sales (CaCl, o NaCl, 20mM).
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Figura 4.2. Distribuciones de tamafio de particula y microestructura de emulsiones gruesas O/W
preparadas con dispersiones acuosas (4,0% m/m) fracciones de okara a pH 4,5: a) OK, b) S-OK,
c) OK-S, con y sin el agregado de sales (CaCl, o NaCl, 20mM).
En todas las fracciones de okara a una concentracion de 4% m/m se observé una

distribucion multimodal, con un didmetro promedio de De Brouckere (D[4,3]) de

aproximadamente 147>m para la fraccion OK, 58>m para S-OK y 113>m para OK-S a
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pH 3,0 (Tabla 4.1) y de 137>m, 75>m y 115>m, respectivamente, a pH 4,5 (Tabla 4.2).
Estos valores corresponden a emulsiones sin el agregado de sales. Como puede
observarse, las emulsiones con S-OK presentaron, en todas las condiciones evaluadas, los
menores valores de D[4,3], respecto a las otras fracciones de okara. Se aclara que en las
emulsiones formuladas al 2% m/m, se evidencié un aumento significativo de los
didmetros promedio de particula para ambos pH estudiados, resultando en emulsiones
altamente inestables frente a la coalescencia con un didmetro promedio inicial mayor a
200>m (resultados no mostrados).

Tabla 4.1. Didmetros promedios de De Brouckere D[4,3] obtenidos a partir de las
distribuciones de tamafo de particula de emulsiones gruesas O/W 4% m/ma pH 3,0 .

Tiempo (min) 1 30 60

OK 147,2+3,4 163,8+2,3; 155,7+5,8;
OKca 147,75+1,2, 158,5+1,1, 150,2+1,2,
OKna 149,4+2,2 161,3+1,2, 154,9+0,6,
S-OK 57,925, 53,5+4,7, 57,0124,
S-OKca 57,5£3,3, 48,5+1,3, 54,4+1 4,
S-OKna 53,0+3,2, 52,0+0,1, 53,5%2,2,
OK-S 112,7+0,7, 115,8+2,6,, 115,9+0,9;
OK-Sca 108,2,3+1,9,  109,1+2,0, 112,2+1.3;
OK-Sna 111,8+1,3p 114,8+1,8, 117,3+1,8p

Nota. Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3)
desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna (emulsiones medidas al mismo
tiempo), seguidos de letras minudsculas diferentes, son significativamente diferentes (p <0,05)

segun lo determinado por la prueba de Fisher.
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Tabla 4.2. Diametros promedios de De Brouckere D[4,3] obtenidos a partir de las
distribuciones de tamafio de particula de emulsiones gruesas O/W 4% m/ma pH 4,5.

Tiempo (min) 1 30 60

OK 137,2£3,24 149,4+5,2; 157,8+8,2,
OKca 105,1+0,5¢4 128,8+2,4, 124,6+1,84
OKna 127,5%0,4¢ 152,442 1¢ 157,3£1,9,
S-OK 75,30,7, 75,840,2p 82,3+2,3y
S-OKca 74,0£0,3p 75,5+1,1, 76,5%1,2p
S-OKna 59,6+0,6, 61,6+1,4, 65,6+2,4,
OK-S 114,6+4,0, 120,8+3,64¢ 127,9+1,64
OK-Scq 103,0+0,5¢ 4 112,2+0,4, 117,115,
OK-Sna 98,0+0,7 112,9+1,6¢ 4 114,6+0,1,

Nota. Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3)
desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna (emulsiones medidas al mismo
tiempo (min) seguidos de letras mindsculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05),

segun lo determinado por la prueba de Fisher.

Durante 60 minutos, tiempo maximo de almacenamiento, el aumento del tamafio
de las gotas fue <5% a pH 3,0 y < 23% a pH 4,5, en comparacién con el tamafio inicial en
todas las condiciones de estudio. Teniendo en cuenta que se trata de un proceso de
homogeneizacion primario (emulsiones gruesas), este resultado puede considerarse
promisorio en relacion a la actividad de las muestras frente al proceso de coalescencia.
Particularmente, considerando ambas condiciones de pH, la muestra S-OK presento

tamafos de particula iniciales menores a 80um, fue la que tuvo un menor aumento del
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tamario de gotas durante el tiempo de analisis. Esta diferencia con las demas muestras de
okara (OK y OK-S) también se evidencié durante el analisis microscépico de las
emulsiones (Figuras 4.1 y 4.2) (Moscoso Ospina., et al 2022). Adicionalmente, se resalta
que no se evidencid una desestabilizacion dréstica en las distribuciones de tamafio de las
gotas por la adiciéon de sales de sodio y de calcio a ambos pH estudiados. Incluso, en
algunos casos, la adicién de sales generd6 menores tamafios de gota con respecto a su
variable sin el agregado de sal. A partir de estos resultados, podria plantearse la inclusion
de dichas sales en la fortificacion de emulsiones O/W con fracciones de okara de soja,
resultando una perspectiva de estudio para las emulsiones finas.

El aumento del tamafio de las gotas en las emulsiones formuladas con la fraccion
S-OK a pH 4,5 (Tabla 4.2) con respecto a pH 3,0, podria estar directamente influenciado
por la neutralizacion de la carga de las proteinas, considerando que estamos trabajando a
un pH cercano al pl de las proteinas de reserva de la soja. En esta condicidn, se presenta
la menor solubilidad de las proteinas (Figura 3.4) resultando afectadas sus propiedades

emulsificantes (Molina y Wagner, 2002; Wagner y Guéguen 1999).

4.3.1.2 Anélisis de la estabilidad frente al proceso de cremado

La estabilidad de las emulsiones gruesas formuladas con las tres fracciones de
okara se analiz6 en tubos graduados durante una hora de almacenamiento a pH 3,0 y 4,5,
estas se muestran en la Figura 4.3. Como se mencionaba anteriormente, el efecto de la

concentracion de okara en emulsiones O/W es muy importante en la estabilidad de las
138



Formulacion y estabilizacion de emulsiones O/W

emulsiones. Una mayor concentracion permitiria una disminucion de la velocidad de
separacion de la fase acuosa. Las emulsiones al 2% m/m presentaron una separacion
méaxima de fase acuosa del 40% a pH 3,0 y del 45% a pH 4,5. En cambio un aumento de
concentracion a 4 % m/m, mostré una separacion maxima del 25% a pH 3,0 y 35% a pH
4,5.

Al igual que en el analisis previo sobre tamarfio de particula (Seccion 4.3.1.1), se
evidencio un efecto importante de la variable pH sobre el comportamiento de las
emulsiones formuladas con S-OK. En este sentido, S-OK con la adicion de NaCl y CaCl,
a pH 3,0, presentd la menor la desestabilizacién gravitacional (FA %= 0%), a diferencia
de la variante sin el agregado de sales (FA %= 15%) como se puede ver en la Figura
4.3p. La interaccion de las sales de calcio y sodio con S-OK, podrian tener un efecto
importante en la estabilidad de las emulsiones retrasando la velocidad en el cremado. Una
concentracion baja de sal podria aumentar la solubilidad de las proteinas. El proceso de
solubilizacion por sales se puede describir como la unién adicional de la sal al dominio
hidrofilico de las proteinas, permitiendo su resolubilizacién al aumentar la carga de las
mismas, lo que ocasiona una repulsidn electroestatica proteina-proteina (Vieira et al.,
2006). Por otro lado, a pH 3,0, OK y OK-S presentaron valores de separacion de fase
acuosa entre 15y 25% (Figura 4.3,).

En las emulsiones a pH 4,5, se observo una mayor velocidad de desestabilizacion
desde el minuto 15 en todas las fracciones de okara (Figura 4.34¢5). S-OK fue la fraccion

mas afectada con una separacion de la fase acuosa del 35%. Esto quiere decir que el

139



Formulacion y estabilizacion de emulsiones O/W

aumento del cremado en esta fraccion podria estar condicionado por la agregacion de las
proteinas a pH isoeléctrico, con menores repulsiones electrostaticas, propiciando la
generacion de agregados de gotas en estructuras tipo fléculos que aceleran el cremado.
Por otro lado, OK-S present6 el menor porcentaje de separacion (15%). Se resalta que a
este pH, las sales no disminuyeron la velocidad de desestabilizacion en forma importante
con respecto a las emulsiones formuladas sin presencia de las mismas (Figura 4.3q¢+).
Por otro lado, en las correspondientes micrografias (Figura 4.2) no se pudieron
evidenciar la presencia de floculos, pero estos pudieron ser disociados al momento de

hacer la dilucién.
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Figura 4.3. Cinética de cremado (FA%) en el tiempo, con y sin el agregado de sales (NaCl y
CaCl, 20mM) para muestras de okara (2 y 4% m/m), a) OK, b) S-OK, c) OK-S a pH 3,0 y d)
OK, e) S-OK, f) OK-S a pH 4,5. Valores medios (nh = 3).
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4.3.2 Emulsiones finas de S-OK
4.3.2.1 Distribucion de tamafio de particula y microestructura de emulsiones

Se desarrollaron emulsiones finas con la fraccion de okara que mostro las mejores
propiedades en el desarrollo de emulsiones gruesas, es decir, se continu6 trabajando con
la fraccion S-OK (4% m/m). A pH 3,0, estas emulsiones exhibieron valores iniciales de
D[4,3] entre 10,7 y 12,2um (Tabla 4.3). En cambio, a pH 4,5, todas las emulsiones
mostraron un tamafo de particula inicial superior a 50um. Al igual que lo analizado en
las emulsiones gruesas, las condiciones de pH cercanos al pl, modifican claramente el
comportamiento interfacial de las proteinas, afectando su capacidad emulsificante y
aumentando el tamafio de particula inicial (McClements. 1999). Se debe tener en cuenta
gue en estas emulsiones, no fue posible determinar el grado de floculacién mediante la
utilizacion de sonicacion de baja energia debido a que esta genera desestabilizacion por
coalescencia a ambos pH.

El aumento porcentual de tamarfios de particula durante el almacenamiento fue del
68,2% a pH 3,0 y del 6,5% a pH 4,5, para la emulsion sin el agregado de sales en ambas
condiciones de estudio. Sin embargo, haciendo una relacion entre los tamafios de
particula (Tabla 4.3) y las micrografias de los diferentes sistemas (Figura 4.4) se puede
observar que los diametros analizados estarian asociados a la presencia de estructuras tipo
fléculos y no al de particulas individuales. Por ello, este aumento en los valores de D[4,3]

no podria atribuirse solamente a un proceso de coalescencia.
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El agregado de sales generd un comportamiento diferencial respecto del pH al que
fueron formuladas las emulsiones. A pH 3,0, el agregado de sales no modifico
significativamente el tamafio de particula inicial, sin embargo, esta adicién generdé una
mayor estabilidad del tamafio de particula en el tiempo. Por otro lado, en condiciones de
pH 4,55, la adicion de sales permitio disminuir el tamafio de particula inicial.
Probablemente, esto se puede deber a la formacion de interacciones por puentes de sal
creando estructuras que mantendrian los fléculos en una estructura mas compacta. Sin
embargo, las emulsiones con dichas sales presentaron un incremento superior del tamafio
de particula a lo largo del almacenamiento, de 19,0% y 24,6% con agregado de calcio y
de sodio, respectivamente. Esto puede deberse a un proceso de coalescencia 0 a un
proceso de formacion de floculos de mayor tamario.

Tabla 4.3. Diametros promedios de De Brouckere D[4,3] obtenidos a partir de las

distribuciones de tamafio de particula de emulsiones finas O/W 4% m/m.
pH 3,0 pH 4,5

D[4,3]

Tiempo
(dias)
S-OK 10,7+0,6, 13.9+1,4, 18,0+0,4, 61,7+2,7, 64,7+0,2, 65,7£0,8,
S-OKcq 12,240,2, 12,740,5, 14,8+0,6, 51,6+2,7, 56,5+2,1, 61,5+1,0,
S-OKna 11,0#0,1, 12,740,5, 13,9+0,1, 52,0+3,6, 64,2+0,8, 64,8+0,2;

1 14 28 1 14 28

Nota. Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3)

desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna (emulsiones medidas al mismo
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tiempo, expresado en dias) seguidos de letras minUsculas diferentes son significativamente

diferentes (p <0,05), segln lo determinado por la prueba de Fisher.

Figura 4.4.Micrografia de emulsiones finas O/W mostradas en el dia 28 (aumento: 40X, dilucién
1:3V/V) con y sin el agregado de sales (CaCl2 o NaCl, 20mM), para fraccion S-OK (4,0%

m/m):a) S-OK, b) S-OKc, ¢) S-OKy, a pH 3,0 y d) S-OK, e) S-OKc,f) S-OKy,a pH 4,5.

4.3.2.2 Estabilidad global de las emulsiones de S-OK

La estabilidad global para emulsiones de S-OK se analiz6 mediante el analisis de
los perfiles de retrodispersion (BS%) en funcion de la longitud del tubo de medicion
(mm). También, se determinaron los valores del pardmetro TSI como indice de
estabilidad global. Se realizaron medidas puntuales semanales hasta un tiempo final de

almacenamiento de 28 dias. La evolucion de los perfiles de BS de las emulsiones O/W de
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S-OK, con y sin el agregado de sales, se muestran en la Figura 4.5. El valor de BS% es
inversamente proporcional al tamafio de las gotas (Wang et al., 2018), es decir, la
generacion de gotas mas pequefias, permite obtener un BS% inicial mayor. En este
sentido, a pH 3,0 todas las emulsiones presentaron una elevada estabilidad con un BS
inicial del 90% y una separacion de fase acuosa final menor al 12% de la fase acuosa
(gréficos no mostrados). El TSI (Turbiscan Stability Index) es el parametro utilizado para
caracterizar la estabilidad fisica de las emulsiones. Las emulsiones son
termodinamicamente inestables y en un tiempo determinado se produce una separacion
de fases. Esta separacién puede ocurrir en poco tiempo o en varios dias y el equipo
utilizado permite detectar esta desestabilizacion en forma més eficiente (Formulaction,
2020). Por otro lado, a pH 4,5 se observo un valor de BS% cercano al 80%, en las tres
condiciones de andlisis, siendo inferiores a los analizados previamente a pH 3,0. Este
comportamiento se relaciona directamente con la presencia de particulas de mayor
tamafio generadas a un valor de pH cercano al isoeléctrico. A este pH, se evidencié una
separacion de fase acuosa cercana al 15% en las diferentes condiciones (resultados no
mostrados).

Con respecto a la estabilidad general de las diferentes emulsiones, se resalta que
en todos los casos estos sistemas presentaron bajos valores de TSI (< 10,49%) (Figura
4.5), con una estabilidad mayor con el agregado de sales. Estas sales se encontrarian

mejorando la interaccion entre proteinas y polisacaridos a nivel interfacial.
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Figura 4.5. Perfiles de Backscattering (BS% vs. longitud del tubo mm) y el indice de estabilidad
de Turbiscan (TSI vs. tiempo en dias) en emulsiones finas O/W de fraccién S-OK (4,0% m/m): a)
Perfil BS% sin sal, b) TSI, a pH 3,0y c) Perfil BS% sin sal, d) TSI, a pH 4,5. Valores medios (n =
3).

4.3.2.3 Reologia oscilatoria de S-OK

El médulo complejo G* (Pa) se analiz6 en funcidn de la frecuencia de oscilacion

(0,6-628Rad/s, deformacion 1%) dentro del rango de viscoelasticidad lineal. Los
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reogramas se analizaron a un tiempo inicial y luego de 28 dias a pH 3,0 y 4,5. Dichas

graficas, se muestran en la Figura 4.6 para emulsiones de S-OK (4% m/m).
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Figura 4.6. Reogramas (G* vs frecuencia Rad/s) en emulsiones finas O/W de fracciones S-OK
(4,0% m/m): a) dia 1, b) dia 28 a pH 3,0y ¢) dia 1, d) dia 28 a pH 4,5. Valores medios (n = 3).

En todas las condiciones, las emulsiones formuladas con S-OK dependen de la
frecuencia. Particularmente, el mddulo complejo fue creciendo con el aumento de la
frecuencia. Debemos tener en cuenta que el modulo de corte complejo es una medida de
resistencia total a la deformacion, en este caso por la frecuencia. Este se utiliza para
caracterizar el comportamiento tanto viscoso como elastico. En todos los reogramas el
modulo G’ es superior al G’ (datos no mostrados). En general, las funciones

viscoelasticas dinamicas, aumentan con el pH de la emulsién en todo el intervalo de
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frecuencia. La adicion de S-OK hace que predomine el mddulo eléstico. Esto quiere decir
que G’ es directamente proporcional a la energia almacenada por el material en un ciclo
de deformacion. A ambos pH, no hubo a tiempo inicial, diferencias significativas entre
las muestras con y sin el agregado de sales. A pH 3,0, se observo una desestabilizacion
global de la estructura a tiempo final de almacenamiento (28 dias) solamente en la
muestra sin el agregado de sales. Este comportamiento fue similar a pH 4,5, donde el G*
fue superior en casi todo el rango de frecuencia respecto a las emulsiones a pH 3,0. La
adicién de sales promoveria una mayor rigidez en la estructura de estas emulsiones
impidiendo una desestabilizacién acelerada. Esta rigidez podria relacionarse a la
mencionada presencia de fldculos en todos los sistemas, presentando una estructura mas
rigida en las emulsiones formuladas en valores cercanos al pH isoeléctrico, con la

presencia de una fase continua de mayor viscosidad.

4.3.3 Emulsiones finas de fracciones ISPS
4.3.3.1 Distribucion de tamafio de particula y microestructura de emulsiones de

ISPS
Las DTP de las emulsiones formuladas con fracciones ISPS 2% m/m a pH 3,0y
4,5 se muestran en la Figura 4.7. Dicha concentracion se selecciond seguin trabajos
previos realizados en nuestro laboratorio de investigacion (Porfiri et al., 2016). Los
valores D[4,3] promedio se muestran en la Tabla 4.4. Todas las emulsiones presentaron

valores constantes en sus tamafios de particula, demostrando estabilidad frente al proceso
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de coalescencia. S-ISPS, fue la fraccion que tuvo tamafios de particula mas pequefios,
presentando diametros, con y sin el agregado de sales, entre 10,7-11,6>m a pH 3,0 y
15,6-18,1>m a pH 4,5. A diferencia de la fraccion de okara, las fracciones ISPS no se
vieron afectadas en forma importante por la influencia del pH, esto quiere decir que las
proteinas presentes en estas fracciones ademas de estabilizar el tamafio de gota en el
tiempo, no se ven afectadas en condiciones de pH cercanas a las del punto isoeléctrico.
Se puede observar la reduccion del tamafio de particula de las emulsiones,
particularmente en condiciones de pH 4,5, donde las muestras de okara presentaron
tamafos iniciales en el rango entre 51 y 62>m. Este resultado podria relacionarse
directamente con el aumento de la solubilidad proteica y la participacion de las
estructuras de los polisacaridos en la estabilidad del film interfacial. Por otro lado, se
resalta que, al igual que lo analizado para las muestras de okara, la fraccién S-ISPS
derivada del proceso con sonicacion previa extraccion alcalina presentd los menores
tamarfios de particula. Por Gltimo, la adicion de sales no generd diferencias significativas

dentro de cada fraccion tanto a pH 3,0 como a pH 4,5, para todos los tiempos estudiados.
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Tabla 4.4.Diametros promedios de De Brouckere D[4,3] obtenidos a partir de las
distribuciones de tamafo de particula de emulsiones finas O/W 2% m/m pH 3,0y 4,5.

pH 3,0 pH 4,5
D[4,3]

Tiempo (dias) 1 14 28 1 14 28

ISPS 28,3+t0,0, 28,4+04, 28,8+15. 28,8+25, 29,8405, 29,1+2,6,
ISPSca 28,0+0,3, 27,6%0,5. 28,4+0,1, 28,332, 29,9+#3,8, 29,8+15,
ISPS\a 27,3+3,7.  27,5+0,1, 27,1+16. 27,7#0,4, 29,905, 31,1+2/4,
S-1SPS 11,7+¢0,2, 11,4+0,5, 10,606, 17,9+0,4, 17,4+2,2, 18,1401,
S-1SPSca 11,0£2,7, 11,4+0,3, 9,9+26, 16,7+0,3, 17,2+1,1, 16,3%£0,9,
S-1SPSna 11,516, 11,1+0,1, 11,4+0,8, 15,6+0,7, 14,6+0,2, 15,3%+0,7,
ISPS-S 24,3+0,1, 24,7422, 24,9+05, 29,2+7,4, 30,217, 29,3%0,3;
ISPS-Sca 23,4+0,2, 23,9+0,2, 24,6£15, 29,145, 29,720, 29,9+21,
ISPS-Sya 23,5+0,3, 23,8+0,2, 24,9+04, 285+2,0, 27,5+0,2, 29,3%21,

Nota. Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3)
desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna (emulsiones medidas al mismo

tiempo (min) seguidos de letras minusculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05),

Los polisacaridos insolubles de soja probablemente generarian peliculas
interfaciales con propiedades viscoel&sticas, aumentando la viscosidad en la interfase y
protegiendo las gotas (Ngouémazong et al.,, 2015). Estos valores podrian estar
relacionados con la presencia de una matriz glicoproteica, cuya actividad pudo haberse
activado por los cambios a nivel estructural generados durante el proceso de extraccion
acida a elevados valores de temperatura y presion. En este sentido, la actividad de las
proteinas y los polisacaridos, estaria ligada a una interaccion conjunta actuando como un

agente emulsificante-estabilizante. Esto explicaria la diferencia entre okara e ISPS, en
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términos de la resistencia interfacial determinada por el andlisis reoldgico del film

(seccion 3.3.4).

El grado de floculacion para emulsiones con ISPS se muestra en la Tabla 4.5. Las

emulsiones formuladas con fracciones ISPS presentaron grados de floculacion mayores al

40%, la presencia de estos floculos se relacionaria directamente con la estabilidad de

emulsiones ISPS y la mencionada actividad emulsificante/estabilizante. Adicionalmente,

la presencia de estas estructuras floculadas se confirmd mediante microscopia Optica

(Figura 4.8).

Tabla 4.5.Grado de floculacion obtenidos a partir de las distribuciones de tamafio de
particula de emulsiones finas O/W 2% m/m a pH 3,0y 4,5.

pH 3,0 pH 4,5
GF %

Tiempo (dias) 1 14 28 1 14 28
ISPS 186,8+24,64 130+0,5¢ 134,245,1, 64,3+2,1, 77,012, 62,4492,
ISPSc, 117,8+0,36, 105,7+4,74 117,3+0,9. 91,8%#355  74,1+3,0, 58,5+6,5;
ISPS\a 121,841,3, 116,758, 127,4+53; 54,849,9, 83,1449, 66,6+5,0,
S-1SPS 40,505, 33,9x16, 77,9+84, 121,6+76¢, 112,6+10,6. 114,8+8,74
S-1SPS¢, 127,743,8. 138,7+#5,4, 155,6+2,7, 116,7+6,9; 113,8+4,5. 120,6%12,24
S-1SPSy, 114,1+2,1, 67,6%4,8. 126,751y 127,775, 126,745,654 136,8+5,3;
ISPS-S 45,2+0,1, 47,1+11, 51,7¢40, 82,9+3,64 39,9+1,6,, 43,3+11,
ISPS-Sca 44746,8, 50,9+1,2, 53,2%57, 73,3%x2,6,  43,4%1,0, 53,243,5,
ISPS-Sya 40,732, 443+12, 50,2+2,1, 57,618, 32,4+2]1, 55,0+1,7,

Nota. Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3)

desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna (emulsiones medidas al mismo

tiempo) seguidos de letras mindsculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05),

151



Formulacion y estabilizacion de emulsiones O/W

s s
L IsSPs aza ISPFSCa azs ISEPSNa dzs | b IsPs aza ISPSCa aza ISPSNa azs |
a. (.l.
s | s |
sl s
= »
Rl o g-f
ELF EXf
= =
=z | = F
i F .
o o
©.7 0 36 Soo G000 0.7 0 3o 300 Fo00
Tamano de particula (um). Tamafic de particula (um).
a a
. ssPs aza SaSPSca azs SasPsSMNa aza | kB T T T T R T T FET T T T TS
- b. «F e.
== .. b
= =°r
g 4 [ L
5 E°F
=3 =3l
= =°r
= z -
1 1
L o
o, b 10 Joo ooco .1 1 10 100 1000
Tamano de particula (um). Tamano de particula (umd.
a a
+E 1 ISPS-S azs ISPS-SCa dza ISPS-SMa azs8 | L ISPS-S dzs ISPS-SCa dzs ISPS-SNa d28 |
s | C. = F
— sl .
= "r = "
E-r E-f
S.k S.E
= N =7
= =
+ F A F
o o
.3 3 36 300 Sooo 0.7 3 36 Foo Fooo

Tamafo de particula (um). Tamafo de particula (um).

Figura 4.7. Distribuciones de tamafio de particula de emulsiones finas O/W preparadas con
dispersiones acuosas (2,0% m/m) de fracciones de polisacaridos insolubles de soja, con y sin el
agregado de sales (CaCl2 o NaCl, 20mM): a) ISPS, b) S-ISPS c) ISPS-S a pH 3,0 y d) ISPS, e) S-
ISPS, f) ISPS-S a pH 4,5. Valores medios (n = 3).
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Figura 4.8. Micrografia de emulsiones finas O/Wen el dia 28 (aumento: 100X, dilucion 1:10V/V)
con o sin el agregado de sales (CaCl, o NaCl, 20mM), para fracciones de polisacaridos
insolubles de soja (2,0% m/m): a) ISPS, b) S-ISPS, c) ISPS-S a pH 3,0 y d) ISPS, e) S-ISPST)

ISPS-Sa pH 4,5.

4.3.3.2 Estabilidad global de las emulsiones ISPS
Los perfiles de retrodispersion (BS%) para las emulsiones formuladas con

fracciones de ISPS se muestran en la Figura4.9 y los valores del indice de estabilidad del
Turbiscan (TSI) en la Tabla 4.6. Estos perfiles se realizaron en funcién de la longitud del
tubo de medicién (mm) en medidas semanales hasta un tiempo final de 28 dias de
almacenamiento. ISPS y ISPS-S tienen valores de BS% de 80% y S-ISPS de casi 90%.
Esta diferencia se relaciona con la presencia de gotas de menor tamafio en las emulsiones
formuladas con la fraccién sonicada previa extraccion alcalina. La estabilidad frente a los

diferentes procesos de desestabilizacion de las emulsiones ISPS mejoro
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significativamente respecto a las analizadas previamente con la fraccién S-OK. Esto
puede relacionarse a la mejora en las caracteristicas reologicas del film interfacial y al
aumento de la presion en la interface (Figura 3.9 y 3.7). La floculacion tendria una
incidencia significativa sobre esta estabilidad, aumentando la viscosidad de la fase
continua por la acumulacion de gotas, impidiendo el movimiento de las gotas de aceite en
la emulsion y por lo tanto, evitando un proceso de coalescencia durante el periodo de
almacenamiento. Finalmente, se resalta que las condiciones de pH y el agregado de sales

no generaron un efecto significativo sobre la estabilidad de estos sistemas.
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Figura 4.9. Perfiles deBackscattering (BS% vs. longitud del tubo mm) en emulsiones finas O/W
de fracciones ISPS (2,0% m/m): a) ISPS, b) S-ISPS, c¢) ISPS-S Perfiles BS a pH 3,0 y d) ISPS, e)

S-ISPS, f) ISPS-S a pH 4,5. Valores medios (n = 3).
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Tabla 4.6.indice de estabilidad de Turbiscan obtenidos a partir de emulsiones finas O/W
formuladas con fracciones ISPS (2% m/m) a pH 3,0y 4,5.

pH 3,0 pH 4,5
Tiempo (dias)

Muestra 1 14 28 1 14 28
ISPS 0+0, 0,3+0,2, 1,5+£0,7, 0+0, 0,3+0,2, 2,4+1,1,
ISPSca 0+0, 0,4%0,1, 1,5+£0,1, 0+0, 0,1+0,0, 1,0£0,1,
ISPSna 0+0, 0,4%0,2, 1,3+£0,5, 0+0, 0,1+0,0, 1,0+0,1,
S-ISPS 00, 1,0+0,0, 4,9+0,4,, 00, 0,8+0,1, 6,7+1,0,
S-ISPS¢,  0+0, 1,8+0,4, 8,4+0,74 0+0, 0,2+0,0, 1,4+0,0,
S-ISPSy, 040, 2,1+0,8, 6,9+1,0, 00, 0,7£0,2, 5,6+1,1,
ISPS-S 00, 0,3+0,1, 1,940,5, 00, 0,2+0,1, 1,1+0,5,
ISPS-Sc, 00, 0,2+0,0, 1,2+0,1, 0+0, 0,1+0,0, 0,9+0,2,
ISPS-Sya 010, 0,2+0,1, 1,5+0,5, 0+0, 0,2+0,1, 1,4+0,4,

Nota. Los valores se expresaron como el promedio de tres mediciones independientes (n = 3)

desvio estandar. Los valores promedio en una misma columna (emulsiones medidas al mismo

tiempo (min) seguidos de letras mindsculas diferentes son significativamente diferentes (p <0,05),

segun lo determinado por la prueba de Fisher.

Los indices de estabilidad de Turbiscan (TSI) se muestran en la Tabla 4.6. Todas

las emulsiones presentaron una elevada estabilidad, independiente del pH y del agregado

de sales. Se resalta que las emulsiones presentaron una desestabilizacion menor al 6,7%.

Esta alta estabilidad global podria atribuirse a la presencia de una fuerte red de particulas

generando una alta viscosidad, que dificulta la migracion de las gotas a la parte superior

del tubo (Huck-Iriart et al., 2011). Estos resultados resaltan la importancia de las

155



Formulacion y estabilizacion de emulsiones O/W

propiedades de los polisacéridos insolubles de soja para la incorporacion en la
formulacién de emulsiones alimenticias. También, la posibilidad de la inclusion de sales

de sodio y calcio en formulaciones para el desarrollo de emulsiones &cidas.

4.3.3.3 Reologia oscilatoria de emulsiones ISPS

El moédulo complejo G* (Pa) se analiz6 en funcion de la frecuencia de oscilacién
(0,6-628Rad/s, deformacion 1%) dentro del rango de viscoelasticidad lineal. Los
reogramas se analizaron a un tiempo final de 28 dias a pH 3,0 y 4,5. Estos reogramas se
muestran en la Figura 4.10 para las diferentes fracciones de polisacaridos insolubles de
soja (2% m/m).

Las emulsiones formuladas con ISPS e ISPS-S presentaron una mayor elasticidad
con respecto a la fraccion S-ISPS. Por otro lado, el agregado de sales no generd un efecto
significativo a los esfuerzos aplicados a excepcion de algunas de las emulsiones
formuladas con la fraccion S-ISPS. La mayor resistencia a la deformacion de las
fracciones ISPS e ISPS-S se relaciona directamente con el aumento de la viscosidad
como se puede ver en la Figura 4.11, esta viscosidad se generaria no solo por la
presencia de floculos, algo que también ocurre en las emulsiones con S-ISPS, sino

ademas por presentar gotas agregadas con una estructura mas compacta.
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Figura 4.10. Reogramas G* vs frecuencia Rad/s, en emulsiones finas O/W de fracciones ISPS
(2,0% m/m): a) ISPS, b) S-ISPS, c) ISPS-S a pH 3,0 y d) ISPS, e) S-ISPS, f) ISPS-S a pH 4,5.

Valores medios (n = 3).

4.3.3.4 Comportamiento de flujo de emulsiones S-OK e ISPS
La Figura 4.11 muestra la viscosidad de las emulsiones vs shear rate. Todas las

emulsiones mostraron un comportamiento pseudoplastico, disminuyendo su viscosidad al
aumentar el shear rate, con un loop de histéresis que evidencia ruptura de estructuras
durante el ciclo completo ensayado. Estas emulsiones aun estando floculadas no
presentaron un aumento considerable del area ida/vuelta en cada ciclo.

Las emulsiones formuladas con polisacaridos insolubles de soja presentaron
mayor viscosidad con respecto a S-OK a ambos pH. ISPS e ISPS-S con valores de

viscosidad inicial superiores a 100Pa*s, independientemente de las condiciones de pH y
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del agregado de sales. EI comportamiento de las emulsiones frente a un aumento de los
valores de shear rate, evidencia la presencia de los floculos mencionados anteriormente,
aumentando la viscosidad a valores entre 200 y 500Pa*s como efecto de una resistencia

al proceso de deformacion al que se sometid a los diversos sistemas.
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Figura 4.11. Reogramas de viscosidad vs shear rate, en emulsiones finas O/W de fracciones ISPS
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(2,0 % m/m): a) ISPS, b) S-ISPS, c) ISPS-S a pH 3,0 y d) ISPS, ) S-ISPS, f) ISPS-S a pH 4,5.

Valores medios (n = 3).

Particularmente, las emulsiones formuladas con S-ISPS presentaron los menores
valores iniciales de viscosidad. Esta fraccidén con un alto contenido de proteina, tiene una
mayor capacidad de formacion de area superficial y aunque permite la formacion de
floculos, los mismos no serian tan compactos o resistentes como los generados con las

otras fracciones de ISPS. Esto ultimo, puede relacionarse con el hecho de ser las Unicas
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emulsiones de ISPS que presentaron un proceso de cremado incipiente luego de los 28
dias de almacenamiento (Figura 4.9).

El aumento del indice de consistencia y en especial, la disminucion de n (mayor
pseudoplasticidad) estarian asociados a un incremento en el GF de las emulsiones (Tabla
4.5). Por otro lado, las emulsiones con mayor consistencia presentan una mayor
viscosidad Figura 4.11. Las constantes reoldgicas en polisacéridos insolubles de soja se
determinaron luego de ser desfloculadas por una velocidad de cizalla de 200S™ por un
minuto. Los diferentes reogramas muestran un overshoot o un sobre esfuerzo, esto
impidio la obtencion de un umbral de fluencia to reproducible y el ajuste por el modelo
de Herschell-Bulkley. Se aclara que las constantes reoldgicas fueron determinadas a la
vuelta (Anexo 1 y 2). ISPS e ISPS-S presentaron la mayor consistencia, resultados
relacionados con el aumento de tamafios de la DTP y la alta estabilidad frente al cremado
(Tabla 4.6). La disminucion del pardmetro n para las fracciones S-OK y S-ISPS indica
una mayor pseudoplasticidad y menor viscosidad a pH 3,0. Solo la fracciéon S-OK a pH
4,5 (8,54Pa*s) aumento su viscosidad con respecto a pH 3,0 (2,36Pa*s) como se pueden
ver en la Figura 4.12 Esto ultimo, puede deberse a un efecto de la agregacion de las
proteinas en presencia de un pH cercano a su punto isoeléctrico, produciendo una mayor

resistencia al flujo.
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Figura 4.12. Reogramas viscosidad vs shear rate, en emulsiones finas O/W de fracciones okara
(4,0% m/m): a) S-OK dia 1, b) S-OK dia 28, ay b a pH 3,0 con el agregado de sales, ¢) S-OK dia

1yd) S-OK dia 28, ay b a pH 4,5 con el agregado de sales. Valores medios (n = 3).
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4.4  Conclusiones parciales
v' En emulsiones gruesas, todas las fracciones de Okara, independientemente del

pH, presentaron una DTP multimodal; el aumento de la concentracion de las
fracciones de Okara hizo que los didmetros de De Brouckere disminuyeran. S-OK
presentd los diametros promedio D[4,3] mas pequefios con respecto a las otras

fracciones de okara tanto a pH 3,0 como a pH 4,5.

v' El aumento de los tamafios de particula en condiciones de pH isoeléctrico podria
estar directamente influenciado por la neutralizacion de las cargas de las proteinas
y por encontrarse en la condicion de menor solubilidad de las mismas, afectando

directamente sus propiedades emulsificantes.

v La fraccion S-OK, con la adicién de sales de NaCl y CaCl,, presenté la mayor
estabilidad frente a la separacion gravitacional, siendo la misma de 0%. Por otro
lado, las emulsiones a pH 4,5, se desestabilizaron a una mayor velocidad con un
35% de fase acuosa separada; esto pudo apreciarse desde el primer minuto. EI pH
presentd un rol muy importante sobre el comportamiento de las emulsiones

formuladas con S-OK.

v' Las emulsiones finas formuladas con la fraccion S-OK a pH 3,0, exhibieron

tamafios de gotas DJ[4,3] entre 10,7 a 12,2um. En cambio, a pH 4,5, todas las
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emulsiones formuladas con las fracciones de S-OK mostraron tamafios de gotas
superiores a 50um. EIl incremento del pH modificaria claramente el
comportamiento interfacial de las proteinas; al igual que en las emulsiones
gruesas, el pl limitaria la actividad de las proteinas, afectando la capacidad
emulsificante y aumentando el tamafio de particula inicial. Por otro lado, el
agregado de sales no modificé significativamente el tamafio de particula inicial,
sin embargo, esta adicién generd una mayor estabilidad del tamafio de particula
en el tiempo a pH 3,0. Adicionalmente, se observé que, en condiciones de pH 4,5,
la adicion de sales permitio disminuir el tamafio de particula inicial.
Probablemente, las interacciones entre este emulsionante y las sales adicionadas
podrian tener un efecto importante en la generacion de un film interfacial mas
resistente permitiendo la interaccion a nivel interfacial entre las estructuras
proteicas y los polisacaridos, y manteniendo una estructura de floculos mas

compacta.

La evolucidon de los perfiles de BS de las emulsiones O/W de S-OK presentaron
una alta estabilidad. Los valores iniciales de BS% fueron de 90% a pH 3,0 y de
80% a pH 4,5. La estabilidad general de las diferentes emulsiones, se asocio en
todos los casos a bajos valores de TSI (< 11%), presentando una estabilidad
mayor con el agregado de sales. Esto ultimo, en concordancia con lo analizado

previamente.
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Formulacion y estabilizacion de emulsiones O/W

v' El andlisis reol6gico permitié comprobar la influencia de esta fraccion sobre la
viscosidad de las emulsiones. Particularmente, como se puede observar en los
analisis previos, la adicion de sales promoveria una mayor rigidez en la estructura
de estas emulsiones impidiendo una desestabilizacion acelerada. Esta rigidez
podria relacionarse a la mencionada presencia de floculos en todos los sistemas,
presentando una estructura mas compacta en las emulsiones formuladas en
valores cercanos al pH isoeléctrico, con la presencia de una fase continua de

mayor viscosidad.

v" Todas las emulsiones formuladas con fracciones de polisacaridos insolubles de
soja mostraron valores iniciales D[4,3] sin variaciones considerables a lo largo del
tiempo. S-ISPS generd las emulsiones con menores tamafios de gota durante su
almacenamiento, con grados de floculacién mayores al 40% a ambos pH. A
diferencia de la fracciéon de okara, las fracciones ISPS no se vieron afectadas en
forma importante por la influencia del pH. En este tipo de fracciones, las
proteinas que brindan la actividad emulsificante no estarian relacionadas a las
proteinas de reserva de la soja, y por ello, no se ven afectadas en condiciones de

pH cercanas a las del punto isoeléctrico.
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Formulacion y estabilizacion de emulsiones O/W

v ISPS e ISPS-S tienen valores de BS% de 80 y S-ISPS de casi 90%. Este aumento
se debe principalmente a los menores tamafos de gotas presentes en las
emulsiones formuladas con ISPS-S. Se observd un aumento de la estabilidad
frente al cremado con respecto a la fraccion S-OK. Por otra parte, el pH vy el
agregado de sales no tuvieron un efecto significativo sobre el proceso de
desestabilizacion global. Los bajos valores de TSI (<8,4%) podrian atribuirse a la
presencia de una fuerte red de particulas generando una alta viscosidad, que
dificulta la migracién de las gotas a la parte superior del tubo. Estos resultados
resaltan la importancia de las propiedades de los polisacaridos insolubles de soja
para la incorporacion en la formulacion de emulsiones alimenticias. También, la
posibilidad de la inclusién de sales de sodio y calcio en formulaciones para el

desarrollo de emulsiones acidas.

v Las emulsiones formuladas con ISPS e ISPS-S presentaron una mayor resistencia
a la deformacion con respecto a la fraccion S-ISPS. Por otro lado, el agregado de
sales no generd un efecto significativo a los esfuerzos aplicados a excepcion de
algunas de las emulsiones formuladas con la fraccion S-ISPS. Esta mayor
resistencia a la deformacion se relaciona directamente con el aumento de la

viscosidad por presencia de floculos.
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Conclusiones finales

v Se lograron obtener diferentes fracciones derivadas de un subproducto de la
industria aceitera como la harina desgrasada de soja. Estas fracciones se
obtuvieron a partir del residuo insoluble de una extraccion alcalina (okara) o una
extraccion alcalina sumada a una extraccién en condiciones &cidas (ISPS) sobre
dicha harina. Sobre este proceso se analizé también el efecto de un tratamiento de

sonicacion previo o posterior a la extraccion en condiciones alcalinas.

v' Las fracciones de polisacaridos insolubles (okaras e ISPS) presentaron diferencias
considerables a nivel composicional, segun su proceso de obtencién. Sin
embargo, en todos los casos sus componentes mayoritarios fueron proteinas y
polisacaridos de alto peso molecular. Todas las fracciones, presentaron actividad
superficial disminuyendo la tension de equilibrio en la interfase, acompafiada de
un film interfacial de caracteristicas viscoelasticas, permitiendo una mayor

resistencia frente al proceso de coalescencia.

v' El proceso de sonicacion previo al tratamiento alcalino, permiti6é recuperar la
fraccion de okara con el mayor contenido de proteinas (S-OK) y, por lo tanto, un

mayor rendimiento de obtencion. Este aumento atribuido a un fenomeno de
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insolubilizacion de estructuras proteicas relacionadas con una proteina de reserva
de la soja, denominada glicinina (Fraccion 11S) producido debido al fenémeno de
cavitacion a pH alcalino, que desplegaria dichas proteinas exponiendo residuos
hidrofébicos, que darian como resultado la formacion de agregados. Por otro lado,
el tratamiento de sonicacién, pos tratamiento alcalino (OK-S), no generé una
modificacion composicional importante respecto al okara no sonicado (OK), pero
si gener6 cambios a nivel estructural y funcional. Estos resultados resaltan la
incidencia del proceso de sonicado en las diferentes etapas de extraccion donde es

aplicado.

Las fracciones de ISPS sometidas a sonicacion (S-ISPS e ISPS-S) presentaron
estructuras con un mayor tamafio respecto a la fraccion sin tratamiento (ISPS).
Estas diferencias podrian relacionarse a la presencia de agregados compactos de
gran tamafio en las muestras sonicadas. En términos generales, las fracciones
ISPS presentaron un aumento en la solubilidad proteica y las propiedades
tensioactivas respecto a las muestras de okara. Esto se relacionaria con las
condiciones de acidez y alta temperatura/presion generadas durante el proceso de
obtencion, produciendo reacciones de hidrdlisis y/o desamidacion en las

estructuras proteicas.
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v' Las fracciones generadas mediante un proceso de sonicacion previo tratamiento
alcalino (S-OK y S-ISPS), generaron las emulsiones con menores tamafios de

particula a ambos pH.

v’ La actividad emulsificante de la fraccion S-OK se vio levemente afectada por la
agregacion de las proteinas en cercanias al punto isoeléctrico de las proteinas de
la soja (pH 4,5). Por otro lado, esta propiedad funcional no fue afectada en forma
considerable, por variaciones en las condiciones de pH, cuando se utilizd la

fraccion S-ISPS

La adicion de sales (NaCl y CaCly) en las emulsiones formuladas con las
fracciones de okara tuvo una actividad diferencial segun el pH. A pH 3,
permitieron la formacion de un film interfacial méas resistente durante el
almacenamiento, posiblemente debido a interacciones electrostaticas con las
macromoléculas activas en la interfase. A pH 4,5, las sales permitieron una
disminucion inicial en el tamafio de las particulas, pero en este caso la estabilidad
de emulsiones estaria directamente ligada con la formacién de fléculos mas
compactos que evitaron una desestabilizacion acelerada. Por otro lado, la
actividad emulsificante de las fracciones ISPS, al igual que con las condiciones de

pH, tampoco generaron cambios importantes con la adicion de sales.
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v Los resultados obtenidos permiten inferir la posibilidad de obtenciéon de
fracciones derivadas de la harina de soja con propiedades emulsificantes
adecuadas para su uso a nivel industrial y con la posibilidad de utilizarse, segun el

método de obtencion aplicado, a diferentes condiciones de pH y contenido salino.
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Anexos

Anexo 1. Constantes reoldgicas del modelo de Herschel Bulkley (zo: umbral de fluencia,
K: indice de consistencia y n: indice de comportamiento de flujo para las emulsiones
O/W preparadas con dispersiones acuosas de S-OK (4 % m/m) y fracciones ISPS, S-ISPS
y ISPS-S (2 % m/m) a pH 3,0.

pH 3,0
dial dia 28

S-OK S-OKc, S-OKy. S-0K S-OKc, S-OKy.

T 0.1039 0.0734 0.0668 0.0792 0.0780 0.0706
0.0674 0.1001 0.0780 0.0338 0.0511 0.0360

0.6830 0.6447 0.6729 0.7330 0.7353 0.7437

ISPS ISPSc, ISPSy, ISPS ISPSc, ISPSy,

T 0.4002 0.4063 0.3225 0.3312 0.5639 0.5445
0.4150 0.4242 0.5348 0.3895 0.4435 0.3002

0.4370 0.4751 0.4148 0.5464 0.5466 0.5819

S-ISPS S-ISPS., S-ISPSy, S-ISPS S-ISPSc, S-ISPSy,

To 0.3414 0.2646 0.2762 0.9443 0.5214 0.6594
0.3019 0.0965 0.1488 1.0570 0.2932 0.7840

0.4644 0.5252 0.5195 0.3710 0.4880 0.3750

ISPS-S ISPS-S¢, ISPS-Sy, ISPS-S ISPS-Sc, ISPS-Sy,

T 0.5608 0.5255 0.6691 0.7979 0.5764 0.8012
k 0.5423 0.5074 0.3845 0.2691 0.3262 0.2450
0.4272 0.4580 0.5273 0.6414 0.6121 0.6885

Nota. Constantes reoldgicas obtenidas por medio del modelo de Herschell Bulkle
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Anexos

Anexo 2. Constantes reologicas del modelo de Herschel Bulkley (7o: umbral de fluencia,
K: indice de consistencia y n: indice de comportamiento de flujo para las emulsiones
O/W preparadas con dispersiones acuosas de S-OK (4 % m/m) y fracciones ISPS, S-ISPS
y ISPS-S (2 % m/m) a pH 4,5.

pH 4,5
dial dia 28

S-OK S-OKc, S-OKy. S-OK S-OKc, S-OKya

T 0.4009 0.3414 0.4214 0.1974 0.448 0.2632
0.1616 0.2451 0.1223 0.1571 0.2277 0.1589

0.5946 0.5558 0.6264 0.4421 0.608 0.4447

ISPS ISPSc. ISPSy. ISPS ISPSc. ISPSy,

T 0.3515 0.2451 0.3795 0.5102 0.4114 0.4421
0.4049 0.3873 0.3294 0.2776 0.5091 0.3639

0.4694 0.4368 0.4808 0.597 0.5724 0.5759
S-ISPS S-ISPSc. S-ISPSy, S-ISPS S-ISPSc. S-ISPSy,

T 0.3473 0.2262 0.3461 0.3842 0.2147 0.3346
0.2480 0.3301 0.2547 0.1313 0.4668 0.2726

0.4598 0.4108 0.4944 0.5732 0.5175 0.5368
ISPS-S ISPS-S¢, ISPS-Sy, ISPS-S ISPS-S¢, ISPS-Sy,

T 0.7087 0.5392 0.5064 0.8087 0.7078 0.7305
k 0.3185 0.2338 0.3402 0.2037 0.1787 0.2127
n 0.5679 0.6150 0.5085 0.7285 0.7439 0.7151

Nota. Nota. Constantes reolégicas obtenidas por medio del modelo de Herschell Bulkley. .
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