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Resumen

Se estudio 1a influencia del tratamiento a pH acido de aislados proteicos de soja sobre las propiedades espumantes me-
diante el analisis de las constantes cinéticas de desproporcion y drenado y el relacionamiento de éstas con los parametros
de reologia interfacial. Los aislados proteicos de soja fueron obtenidos a partir de harina desgrasada. Una porcidn se llevd
a pH 8,0 y otra porcion se traté a pH 2,0. De la porcién a pH 2,0 una parte se dejé a este pH y otra parte se neutralizo a pH
8,0. Todas las porciones se liofilizaron. Para la identificacion y caracterizacion estructural de las muestras se realizaron
analisis de electroforesis desnaturalizante, calorimetria diferencial de barrido, solubilidad ¢ hidrofobicidad superficial.
Se obtuvieron espumas por el método de burbujeo de gas. Se determiné la velocidad inicial de pasaje de liquido a la
espuma y el volumen maximo de liquido incorporado a la espuma. El proceso de desestabilizacion de las espumas forma-
das se analizé ajustando los datos obtenidos a una cinética de segundo orden bifasica. Se realizaron estudios de reologia
interfacial con un tensiometro de gota. El tratamiento a pH dcido mejord tanto la espumabilidad como la estabilidad de
las espumas. La proporcion de liquido drenado por escurride gravitatorio fue significativamente superior al volumen
drenado debido a la desproporcion. El tratamiento a pH 2,0 redujo la desestabilizacion por desproporcion de Ostwald,
lo que sugiere la formacién en la interfase de una pelicula mas cohesiva, que se confirma con los parimetros de reologia
interfacial.
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Abstract

In this work the influence of the acid pH treatment of soy protein isolate on the foaming propertics by analysis of the kinetic
constants of disproportion and drainage and their relation with the interfacial rheology parameters was studied. Soy protein
isolates were obtained from defatted flour. A portion was brought to pH 8.0, another portion was treated at pH 2.0. From the
portion treated at pH 2.0 a pertion was left at this pH and another was neutralized to pH 8.0. All portions were lyophilized.
For the identification and structural characterization of the samples were performed denaturing electrophoresis analysis, dif-
ferential scanning calorimetry, solubility and surface hydrophoebicity. Foams were obtained by the method of gas bubbling.
The initial rate of passage of liquid to foam and the maximum volume of fluid incorporated to the foam were determined. The
process of destabilization of foams formed was analyzed by fitting the data to a biphasic second-order kinetics. Studies were
performed with an interfacial rheology drop tensiometer. Acid pH treatment improved both the foam and foam stability. The
proportion of liquid drained by gravity was significantly higher than the drained volume because of the disproportion. Treat-
ment at pH 2.0 reduced the Ostwald disproportion destabilization, suggesting the formation at the interface of a more cohesive
film, which is confirmed by the interfacial rheology parameters.

Keywords: Drainage, Ostwald ripening.

Introduccién

En el presente, fas proteinas de soja se usan cada vez mas en la
claboracion de productos alimenticios fabricados como emulsificantes.
agentes espumantes, espesantes v agentes de absorcion v retencion
de agua. Sin embargo, el optimo uso de la proteina de sOja LML por
cjemplo. emulsiones y productos alimenticios tpo espuma requiere un
conocimiento de sus propicdades de superficie bajo varias condiciones
mucho mayor del que estd actualmente disponible (Utsumi et af.,
1997: Martin et al.. 2002). Para estudiar las propicdades de superficie
s analizan los parametros viscoelasticos. moduto  dilatacional
superficial. Ty sus componentes elastica, Ed. y viscosa. Ev.

Las espumas son dispersiones de burbujas de aire en un medio

liquido que contiene un agente activo de superficie. tambieén lamado
agente espumante. bste agente activo de superticie tiende a situarse en
la superficie. protegiendo det colapso de las burbujas. La composicion
v las propiedades de la capa adsorbida determinan fa estabilidad
propicdades fisicas resultantes de la espuma (Maldonado-Valderrama
el al.. 2007). Fl proceso de desestabilizacion de una espuma consiste
en la tendencia de la fase gascosa discontinua a formar una fase
continua por aproximacion y fusion de las burbujas. a fin de aleanzar
un drea superficial minima (minima energia libre). A este proceso se
opone ta pelicuta proteica superficial. que como barrera mecanica
¢s mas eicctiva cuanto mayor son su viscoelasticidad v su rigides
Los mecanismes de desestabilizacion de una cspuma son: drenaje

de liguido por cfecto de Tu gravedad. desproporcion o maduracion
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de Ostwald, por el que las burbujas grandes crecen a expensas de las
pequenas por difusion de gas a través de la lamela. y colapso de la
espuma por ruptura de las lamelas. Todos estos mecanismos ocurren
simultanea y sinérgicamente (Wagner. 2000). Se han realizado varios
estudios de la cinética de desestabilizacion de espumas. Panizzolo
(2003) plantea que existen dos procesos diferenciados de drenado de
liquido de la espuma, uno debido al drenado de liguido propiamente
dicho v otro a la desproporcion de Ostwald. En base a ello planteo un
modelo de segundo orden bifasico donde s¢ determinan Jas constantes
de velocidad y los volumenes maximos drenados debide al drenado
gravitacional y a la desproporcion.

La viscosidad dilatacional de superficie e¢s crucial para la
capacidad de un sistema tensioactivo para formar una espuma cstable.
La viscosidad superficial disminuye las distorsiones mecanicas
que de otro modo podrian causar una ruptura de las lamelas de las
espumas (Koclsch y Motschmann, 2005). Por su parte. Georgieva ct
al. (2009) plantearon que la ruptura de la pelicula es controlada por
clasticidad dilatacional superficial y que la maduracion de Ostwald es
principalmente afectada por el espesor de la pelicula entre las burbujas
v la solubilidad del gas en el agua.

Después de la disolucién en agua o a un pH ligeramente alcalino,
las proteinas de soja pueden separarse en varias [racciones por
cromatografia permeable de gel. electroforesis. ultracentrifuga,
ctedtera. Cuando se utiliza esta Gltima téenica se separan cuatro
fracciones cuyos coeficientes de sedimentacion S20.w (unidades
Svedberg. a 20 °C, en el agua) son respectivamente iguales a 2. 7. 11
v 15, Las globulinas glicinina (11S5) y B-conglicinina (75) representan
por si solas mas del 70% de las proteinas del grano de soja. La
B-conglicinina es una glicoproteina que contiene en torno de 5% de
elicidos (mannosa v N-acetil-glucosamina). Esta constituida por tres
subunidades a. o’y B. de caracter acido (Cheftel. 1989). La glicinina
¢s una proteina globular y se presenta como un hexamcro. Las seis
subunidades monoméricas tienen la estructura gencral AB. donde
A representa un polipéptido acido y B un polipéptido basico. Las
cadenas Ay B estdn unidas por un puente disulfuro. Dependicndo de la
solubilidad. pH y fuerza iénica la glicinina (118) se disocia en la forma
7S ((AB),) vio en la forma 3S (AB). A pH 6.7 la glicinina csta presente
en las formas 3S, 7S y 11S en 0. 3 y 57%. respectivamente y a pll
3.0 en 70, 27 y 0%, respectivamente. Esto significa que a pH 3.0 una
mezela de las formas 3S y 78 estd presente y a pH 6.7 esta presente
principalmente la forma 11S. Aunque tanto las formas 3S como 118
son capaces de formar una red en la interfase airc-agua, la red de
1S es menos rigida (fuerte). La diferencia en la rigidez reside en la
estructura mas compacta de la forma 11S y la ocurrencia de otros tipos
de interacciones dentro de las moléculas. La forma 3S es més flexible
debido a la alta repulsion electrostatica dentro de la molécula. Por lo
tanto. sera mas facil de desplegar durante la adsorcion en la interfase
v tendrd mas posibilidades de formar enlaces fisicos y covalentes
intermoleculares (Martin et al.. 2002).

Cualquier cambio de pH. fuerza ionica. temperatura, cormposicion
del solvente. etcétera, en el entorno de una proteina nativa, obligara a
la molécula a asumir una nueva estructura de equilibrio. Los cambios
significativos en las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria sin
ruptura de los enlaces peptidicos de la cadena son considerados como
“desnaturalizacion”. En algunos casos la desnaturalizacion de las
proteinas es deseable. Las proteinas parcialmente desnaturalizadas son
mas digestibles y tienen mejores propiedades de formacion de espuma
y emulsion que las proteinas nativas (Damoradan, 2008).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue estudiar la influencia
del tratamiento a pH acido de aislados proteicos de soja sobre las
propicdades espumantes, mediante el estudio de las constantes

cinéticas de desproporcion y drenado v ¢l relacionamiento de éstas
con estudios de reologia interfacial.

Materiales y Métodos

Obtencion y tratamiento con pH de las proteinas
de soja

El aislado proteico de soja en estado nativo (APSn) se obtuvo por
solubilizacion acuosa de harina de soja desengrasada en medio alealino
(pH 8.0) v posterior precipitacion a pH 4,5, dispersion del precipitado
en medio alcalino (pH 8.0) vy secado por liofilizacion (Petruccelli y
Anon. 1994). Con las proteinas nativas se preparo una dispersion de 15
mg/ml. se la levo a pH 2.0 con HC1 6.0 N durante 1 hora y se liofilizo
(APS12). Con estas proteinas tratadas con pH acido, sc¢ prepard una
dispersion de 15 mg/ml. se la llevd a pH 8.0 con NaOH 5.0 N durante
una hora y se liofilizo (APSt2-8).

Se determind contenido de proteina por método de Lowry (Lowry
etal. 1951) en cada etapa.

Identificacion de las fracciones por electroforesis

Las corridas electroforéticas se realizaron en un equipo BIO-
RAD MINI PROTEIN 1T CELL. Se llevo a cabo una clectroforesis
desnaturalizante con SDS en gradiente 7-13% de arcrilamida, segin
to descrito por Petruceelli y Andn (1994). La corrida fue hecha a
un voltaje constante de 90 V para dos geles de 1.0 mm de espesor.
Se utilizo una unidad de electrotoresis SE 640 Hoefer Scientific
instruments. El peso molecular de las proteinas fue estimado mediante
un patron de pesos moleculares LMW Pharmacia consistente en seis
proteinas de peso molecular 14,4, 20,1, 30,0, 45.0. 66,0 y 97.0 kDa.

Solubilidad

Se determing la  solubilidad de las diferentes  muestras
dispersandolas en sofucion de tosfato de sodio 10 mm pH 8.0 al 0.1%
p/v durante 60 minutos a temperatura ambiente con agitacion constante.
Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 10.000 xg durante
10 minutos a 4 °C. Ll contenido de proteina en el sobrenadante sc

determino utilizando el método de Lowry (Lowry et al., 1951).
Hidrofobicidad superficial

Los valores de hidrofobicidad aromatica superficial (11 ) de cada
muestra fueron determinados por medio de la sonda fluorescente
ANS (acido 8-anilino 1 naftalen-sulfonico) de acuerdo al método de
Hayakawa y Nakai (1985). La hidrofobicidad superficial se determino
como la pendiente inicial de la curva de intensidad de fluorescencia
relativa porcentual versus la concentracion de proteina segin Kato y
Nakai (1980).

Estabilidad térmica y grado de conformacion
nativa mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC)

Sc determing la temperatura. entalpia de desnaturalizacion (AHd).
utilizando un Calorimetro de Barrido Diferencial - DSC Serie Q100
TA Instruments con software Universal Analysis 2000. Las muestras
analizadas fueron dispersiones de APSn. APSt2. APSt2-8 previamente
deseriptos. Se utilizaron capsulas de aluminio herméticas en las que

se colocaron aprosimadamente 20 mg de muestra. Como referencia se
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