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organoléptico descriptivo sobre las caracteristicas sensoriales de
las tres bebidas formuladas (naranja, pomelo, frutilla) a partir de
lactosuero hidrolizado al 80%. Estos ensayos, ademas de caracterizar
los atributos sensoriales, describen la intensidad de los mismos,
mostrando una evaluacion favorable de las propiedades sensoriales de
los sabores citricos (naranja y pomelo) en bebidas isotonicas. Por su
parte, el panel describié mejores caracteristicas referentes al color y al
aroma en la bebida de naranja, por lo que se decidié incorporar este
sabor en la formulacion final del producto.
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Grafico 2. Evaluacion sensorial descriptiva de bebida lactea sabor
pomelo formulada a partir de suero hidrolizado al 80%.
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Grafico 3. Evaluacion sensorial descriptiva de bebida lactea sabor
frutilla formulada a partir de suero hidrolizado al 80%.

Formulacién final y caracteristicas del producto obtenido:
Los estudios realizados conducen a la formulacién de una bebida
lactea hidrolizada sabor naranja de pH acido, que posee un proceso de
elaboracion sencillo (Grafico 4). La composicion nutricional cada 100
ml de producto incluye 13 g de hidratos de carbonos, 1 g de proteinas,
54 mg de sodio y 1.5 mg de otros minerales, representando un aporte
de 56 kcal. Por su contenido de sales e hidratos de carbono se clasifica
como bebida isotdnica.

Gréfico 4. Diagrama de flujo del proceso de elaboracién de bebida
lactea en base a suero lacteo en escala laboratorio.

Resultados microbiolégicos: Coniformes Totales: NMP< 3
/ Coliformes Fecales: Ausencia / E. Coli: Ausencia / Recuento de
Mesofilos Totales < 10 UFC/ ml / S. Aureus: Ausencia (para todas las
muestras analizadas), estos valores se ajustan a los solicitados por el
Codigo Alimentario Argentino para leches UAT.

Conclusiones

En las formulaciones realizadas se obtuvo una bebida isotonica
altamente aceptada por un panel sensorial, de buenas caracteristicas
organolépticas y amplias posibilidades de insercion en el mercado. El
proceso de elaboracion no presenta dificultades tecnologicas, requiere
instalaciones de uso comun en la industria lactea y permite que los
productores de queso reduzcan el impacto ambiental que ocasiona
la mala disposicion del suero. Considerando que en el desarrollo
industrial de los paises de la region es fundamental implementar
sistemas de gestion que conjuguen el aprovechamiento integral de los
recursos y minimicen la contaminacién del ambiente, se concluye que
la elaboracion de este producto posibilita llevar a cabo procesos mas
eficientes, tecnologias mas limpias y mayor rentabilidad.
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Estabilidad de espumas formuladas con proteinas
de soja tratadas a pH acido
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Resumen

Se estudio la 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 porcion se llevé
a pH 8,0 y otra porcién se traté a pH 2,0. De l1a porcién a pH 2,0 una parte se dejé a este pH y otra parte se neutralizé 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 e 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 tensiémetro de gota. El tratamiento a pH acido mejor¢ tanto la espumabilidad como la estabilidad de
las espumas. La proporcion de liquido drenado por escurrido 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 formacion en la interfase de una pelicula mas cohesiva, que se confirma con los parametros de reologia
interfacial.

Palabras clave: Drenado, desproporcion de Ostwald.

Abstract

In this work the influence of the acid pH treatment of soy protein isolate on the foaming properties 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 portion 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 hydrophobicity. 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.

Introduccion

liquido que contiene un agente activo de superficie, también llamado
agente espumante. Este agente activo de superficie tiende a situarse en
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En el presente, las proteinas de soja se usan cada vez mas en la
elaboracion de productos alimenticios fabricados como emulsificantes,
agentes espumantes, espesantes y agentes de absorcion y retencion
de agua. Sin embargo, el 6ptimo uso de la proteina de soja en, por
ejemplo, emulsiones y productos alimenticios tipo espuma requiere un
conocimiento de sus propiedades de superficie bajo varias condiciones
mucho mayor del que estd actualmente disponible (Utsumi et al.,
1997; Martin et al., 2002). Para estudiar las propiedades de superficie
se analizan los pardmetros viscoelasticos, modulo dilatacional
superficial, E, y sus componentes eléstica, Ed, y viscosa, Ev.

Las espumas son dispersiones de burbujas de aire en un medio

la superficie, protegiendo del colapso de las burbujas. La composicion
y las propiedades de la capa adsorbida determinan la estabilidad y
propiedades fisicas resultantes de la espuma (Maldonado-Valderrama
et al., 2007). El proceso de desestabilizacion de una espuma consiste
en la tendencia de la fase gaseosa discontinua a formar una fase
continua por aproximacion y fusion de las burbujas, a fin de alcanzar
un area superficial minima (minima energia libre). A este proceso se
opone la pelicula proteica superficial, que como barrera mecénica
es mas efectiva cuanto mayor son su viscoelasticidad y su rigidez.
Los mecanismos de desestabilizaciéon de una espuma son: drenaje
de liquido por efecto de la gravedad, desproporcion o maduracion
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de Ostwald, por el que las burbujas grandes crecen a expensas de las
pequeias 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
(2005) plantea que existen dos procesos diferenciados de drenado de
liquido de la espuma, uno debido al drenado de liquido propiamente
dicho y otro a la desproporcion de Ostwald. En base a ello plante6 un
modelo de segundo orden bifasico donde se determinan las constantes
de velocidad y los volumenes méaximos drenados debido al drenado
gravitacional y a la desproporcion.

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

Después de la disolucion en agua o a un pH ligeramente alcalino,
las proteinas de soja pueden separarse en varias fracciones por
cromatografia permeable de gel, electroforesis, ultracentrifuga,
etcétera. Cuando se utiliza esta ultima técnica 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
y 15. Las globulinas glicinina (11S) y B-conglicinina (7S) 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
glucidos (mannosa y N-acetil-glucosamina). Esta constituida por tres
subunidades o, o’ y B, de carécter acido (Cheftel, 1989). La glicinina
es una proteina globular y se presenta como un hexdmero. Las seis
subunidades monoméricas tienen la estructura general AB, donde
A representa un polipéptido acido y B un polipéptido basico. Las
cadenas A y B estan unidas por un puente disulfuro. Dependiendo de la
solubilidad, pH y fuerza idnica la glicinina (11S) se disocia en la forma
7S ((AB),) y/o en la forma 3S (AB). A pH 6,7 la glicinina estd presente
en las formas 3S, 7S y 11S en 0, 3 y 57%, respectivamente y a pH
3,0 en 70, 27 y 0%, respectivamente. Esto significa que a pH 3,0 una
mezcla de las formas 3S y 7S estd presente y a pH 6,7 esta presente
principalmente la forma 11S. Aunque tanto las formas 3S como 11S
son capaces de formar una red en la interfase aire-agua, la red de
11S 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 mas flexible
debido a la alta repulsion electrostatica dentro de la molécula. Por lo
tanto, serd mas facil de desplegar durante la adsorcidn en la interfase
y tendra mas posibilidades de formar enlaces fisicos y covalentes
intermoleculares (Martin et al., 2002).

Cualquier cambio de pH, fuerza i6nica, temperatura, composicion
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 4cido de aislados proteicos de soja sobre las
propiedades espumantes, mediante el estudio de las constantes

cinéticas de desproporcion y drenado y el 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 alcalino
(pH 8,0) y posterior precipitacion a pH 4,5, dispersion del precipitado
en medio alcalino (pH 8,0) y secado por liofilizacion (Petruccelli y
Afi6n, 1994). Con las proteinas nativas se prepard una dispersion de 15
mg/ml, se la llevo a pH 2,0 con HC1 6,0 N durante 1 hora y se liofilizd
(APSt2). Con estas proteinas tratadas con pH acido, se prepar6é una
dispersion de 15 mg/ml, se la llevo a pH 8,0 con NaOH 5,0 N durante
una hora y se liofiliz6 (APSt2-8).

Se determin6 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 II CELL. Se llevé a cabo una electroforesis
desnaturalizante con SDS en gradiente 7-15% de arcrilamida, segiin
lo descrito por Petruccelli y Afidon (1994). La corrida fue hecha a
un voltaje constante de 90 V para dos geles de 1,0 mm de espesor.
Se utiliz6 una unidad de electroforesis SE 640 Hoefer Scientific
instruments. El peso molecular de las proteinas fue estimado mediante
un patrén 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

solubilidad de 1las
dispersandolas en solucion de fosfato de sodio 10 mm pH 8,0 al 0,1%

Se determin6 la diferentes muestras
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. El contenido de proteina en el sobrenadante se

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

Los valores de hidrofobicidad aromatica superficial (H,) de cada
muestra fueron determinados por medio de la sonda fluorescente
ANS (4cido 8-anilino 1 naftalen-sulfénico) de acuerdo al método de
Hayakawa y Nakai (1985). La hidrofobicidad superficial se determind
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)

Se determiné 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
descriptos. Se utilizaron capsulas de aluminio herméticas en las que
se colocaron aproximadamente 20 mg de muestra. Como referencia se
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utiliz6 una capsula con muestra, previamente sometida al ensayo. Las
condiciones del ensayo fueron un calentamiento a una velocidad de 10
°C/min en un intervalo de temperatura entre 20 y 120 °C.

Analisis de la capacidad para formar
y estabilizar espumas

El estudio de formacion y estabilidad de espuma se realizd
mediante el método conductimétrico desarrollado por Loisel et al.
(1993), con pequeiias modificaciones. La espuma fue generada por
burbujeo de aire a través de una placa de vidrio sinterizado tipo
G2. El ensayo se realiz6 con dispersiones de APSn y APSt2 en una
concentracion de proteina de 1 mg/ml en buffer fosfato de sodio 0,1
M, pH 8,0, fuerza iénica 0,28 y a pH 2,5 con fuerza idnica ajustada
con NaCl a 0,28. Cada medicion se realizé al menos por triplicado.

Se determind la velocidad inicial de pasaje de liquido a la espuma
(Vo), mediante la pendiente inicial de la curva V| vs t segiin Wagner
etal. (1996) y el volumen maximo de liquido incorporado a la espuma
(V, ;max).

La cinética de desestabilizacion de la espuma se estudia con la
ecuacion planteada por Panizzolo (2005):

ngkg t
(V k,t+1)

V 7kt
(Vikst+1)

Vi =

Donde: V(t): volumen de liquido drenado a tiempo t; Vg: volumen
maximo de liquido debido al proceso de drenado gravitacional;
Vd: volumen maximo de liquido drenado por la difusion de gas;
Kg: constante de velocidad correspondiente al proceso de drenado
gravitatorio; Kd: constante de velocidad correspondiente al proceso
de difusion de gas o desproporcion.

Reologia interfacial

Las mediciones de las propiedades reoldgicas superficiales de
las peliculas adsorbidas sobre la interfase (agua/aire) de todas las
muestras se llevaron a cabo en un tensiometro dindmico de gota
(Tracker, IT-Concept, Saint-Clementtes Places, France).

Las propiedades dilatacionales de superficie, E (moédulo
dilatacional), Ed (elasticidad dilatacional) y Ev (elasticidad
dilatacional de superficie), se midieron en funcioén del tiempo. La
amplitud y la frecuencia angular se mantuvieron constantes en 10% y
200 mHz, respectivamente. Los experimentos se realizaron a 20 + 1
°C. El pH y la fuerza iénica se mantuvieron constantes en 8,0 0 2,5y
0,28, respectivamente, utilizando un buffer fosfato de sodio 0,1 M. La
solucion de proteina de concentracion 1 mg/ml se coloca en la cubeta.
A continuacion, una gota de aire se agrega desde la jeringa y se deja
reposar durante 120 min a 20 °C para lograr la absorcion de proteinas
en la interfase aire-agua. Después de este tiempo se comenzo con la
oscilacion sinusoidal durante 60 minutos. Cada medicion se hizo al
menos por triplicado.

4

Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de datos se realizd en todos los
casos mediante analisis de la varianza (ANOVA) con o = 0,05 y
la comparaciéon de medias por la prueba de minimas diferencias
significativas (LSD) con o = 0,05, utilizando el programa Statgraphics
plus 7.0.

Resultados y Discusion

La solubilidad disminuyé con el tratamiento acido: 93+8% para
APSny 90+5% para APSt2 expresada como gramos de proteina soluble
en 100 g de proteina; probablemente esto se deba a la formacion de
agregados insolubles luego del tratamiento acido.

La hidrofobicidad superficial aumento con el tratamiento a pH 2,0
del aislado proteico de soja, ya que al desnaturalizarse las proteinas
exponen sus grupos hidrofébicos: 27.4 + 0.3 para APSn y 31.3 + 0.7
para APSt2.

Se pudieron identificar por electroforesis las bandas de las
proteinas 11S (glicinina) y 7S (B-conglicinina) constituyentes del
aislado proteico de soja.

En el andlisis de DSC el APSn present6 dos picos endotérmicos,
uno a 86+10 °C y otro a 105+2 °C. El primero de ellos corresponde a
la B-conglicinina y representa el 27 + 4% y el otro es la glicinina, que
representa el 73 + 4% de aislado proteico de soja. En el termograma de
APSt2 no se encuentra el picodela 11S y el de la 7S esta a temperaturas
mas bajas y tiene una menor entalpia de desnaturalizacion (AHd) en
comparacion con APSn. En el termograma de APSt2-8, s6lo aparece el
pico de la 7S con un AHd mayor y a temperaturas mas altas que para
APSt2 (Gréfico 1 a y b). Estas diferencias podrian deberse a que se
forma una estructura diferente a la nativa (evidenciado por diferencia
en AH) o la recuperacion de un porcentaje de la estructura nativa. Por lo
tanto, la B-conglicinina es mas resistente a la desnaturalizaciéon por pH
y presenta recuperacion de la conformacion nativa (renaturalizacion) a
diferencia de la glicinina (Puppo, 1997).

En general, se observo por los parametros VLEmax y Vo que la
espumabilidad del aislado mejord con el tratamiento a pH 2,0 (Tabla
1). Al comparar VLEmax y Vo no se hallan diferencias significativas
(0<0,05) entre las espumas formadas con APSt2 dispersas en un medio
a pH 2,5y a pH 8,0. La mayor hidrofobicidad superficial de APSt2
contribuiria a la mejor espumabilidad.

Las espumas preparadas con APSn dispersa en solucion acuosa a pH
8,0 presentaron mayores valores de las constantes de desestabilizacion
kg y kd en comparacion a las preparadas con APSt2 tanto a pH 8,0 como
apH 2,5. Por lo tanto, el aislado proteico de soja mejora su estabilidad
con el tratamiento acido. Las espumas preparadas con APSt2 en medio
a pH 2,5 y pH 8,0 no presentan diferencias significativas (a<0,05) en
los valores de kg y kd, por lo que en el comportamiento del aislado no
se representa el fenomeno de recuperacion de parte de la estructura
nativa de la B-conglicinina, probablemente por encontrarse ésta en una
menor proporcion (Tabla 1).

Los mecanismos de desestabilizacion también ocurren durante la
formacion de la espuma, por consiguiente, para que haya una buena
formacion de espuma, las proteinas deben ser capaces de contrarrestar
estos mecanismos de desestabilizacion. Es 16gico pensar que aquellas
proteinas que proporcionen a las soluciones buenas caracteristicas de
espumabilidad tengan cualidades que les permitan contrarrestar los
mecanismos de desestabilizacion. Esto concuerda con los resultados,
ya que APSt2 presenta mejor espumabilidad y estabilidad que APSn.

Con el fin de estudiar en qué medida contribuyen los mecanismos
de drenado gravitacional y desproporcion de Ostwald al total de
volumen de liquido drenado, se determinaron las proporciones de
volumen de liquido drenado mediante escurrido gravitatorio (Vg) y de
volumen drenado debido a la desproporcion (Vd). En todos los casos
ensayados la proporcion de liquido drenado por escurrido gravitatorio
fue significativamente superior (nunca menor de 80%) al volumen
drenado debido a la desproporcion (Tabla 1). Para el calculo de Vg
y Vd se establecio la suposicion de que todo el liquido drené (tiempo
infinito). Entonces, las espumas que incorporaron mas liquido drenan
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mas liquido, por lo que el Vg de las proteinas nativas tiene un valor
menor que el de las tratadas con pH 4cido. En cuanto a las proporciones
de contribucién de cada mecanismo, las espumas formadas con APSt2
tanto a pH 8,0 y pH 2,5 tienen una mayor proporciéon de drenado
gravitacional y menor desproporcion de Ostwald por tener tal vez una
pelicula mas cohesiva. Esto se confirmara con los estudios de reologia
interfacial.

En cuanto al mddulo dilatacional (E), no existen diferencias
significativas entre APSn y APSt2 a pH 8,0: éstos son menores que
para APSt2 a pH 2,5, lo que indicaria que en este caso se produce
una pelicula mas resistente (Tabla 2). El componente dilatacional
viscoso a pH 8,0 es mayor para APSt2 que para APSn, y esto podria
explicar la mayor estabilidad de las espumas preparadas con APSt2
en relacion a las preparadas con APSn a pH 8,0, ya que la viscosidad
superficial disminuye las distorsiones mecanicas que pueden causar la
ruptura de las lamelas de las espumas. Para APSt2 a pH 2,5 se observa
un aumento de casi el doble del componente elastico con respecto
a las correspondientes a APSn y APSt2 a pH 8,0, lo cual no se ve

reflejado en Kg y Kd, pero si en los valores de Vg y Vd. APSt2 a pH
8,0 cuenta con un menor valor de Vd que APSt2 a pH 2,5 debido a
que APSt2 a pH 8,0 presenta una mayor viscosidad dilatacional. La
mayor viscosidad dilatacional evita la ruptura de la pelicula y, por
lo tanto, explica la menor proporciéon de drenado por desproporcion
de Ostwald (Vd) de las espumas formadas con APSt2 a pH 8,0. En
cambio, para APSt2 a pH 2,5 la responsable de la estabilizacion de
la pelicula es la componente elastica. Una pelicula estable requiere
superficies elasticas para amortiguar las perturbaciones externas y, por
ende, evitar la ruptura de la pelicula (Stubenrauch y Miller, 2004). Esto
puede deberse a que a pH 8,0 la glicinina se encuentra como hexamero
(11S) y a pH 2,5 como dimero (3S). La estructura mas compacta de
la forma 11S y la ocurrencia de otros tipos de interacciones dentro de
las moléculas hace que forme peliculas menos fuertes que la forma
3S, que es mas flexible dada la alta repulsion electrostatica dentro
de la molécula. Al ser de mayor tamafo, la forma 11S favorece la
componente viscosa.

a) Temperatura (°C) b) Temperatura (°C)
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Gréfico 1. a) Termograma de APSn, APSt2 y APSt2-8. b) Termograma de APSt2 y APSt2-8.
VLE max (ml) Vo (ml/s) Kgx10® (ml'/s™") Kdx10* (ml'/s™) Vg (%) vd (%)
APSn pH 8,0 3,5+0,3 a 0,15+0,01 a 12,8+1,2a 13£5a 88+5 1245
APSt2 pH 8,0 7,0+£0,3 b 0,30+0,03 b 3,3+0,7 b 5+1b 9248 8+8
APSt2 pH 2,5 8,4+0,2 ¢ 0,32+0,04 ¢ 3,4+0,4 b 5£2b 80+3 2043

Tabla 1. kg, kd, VLEmax, Vo y contribucién de los mecanismos de drenado gravitacional y desproporcion de Ostwald al total de volumen

de liquido drenado para las distintas muestras en distinto pH del medio. Los valores que se encuentran en la misma columna con la misma

letra no tienen diferencias significativas (a<0,05).

E (mN/m)
APSn pH 8,0 2743 a
APSt2 pH 8,0 24+1 a
APSt2 pH 2,5 41£2 b

Ed (mN/m) Ev (mN/m)
27+4 a 43435a
23+l a 7,4+0.8 b
4042 b 43404 a

Tabla 2. E, Ed, Ev para las distintas muestras con diferentes condiciones de pH. Los valores que se encuentran en la misma columna con

la misma letra no tienen diferencias significativas (a<0,05).
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Conclusiones

El tratamiento con pH &4cido mejora la capacidad espumante
y la estabilidad de las espumas del aislado como efecto de
desnaturalizacion de las proteinas y consecuente aumento en la
hidrofobicidad superficial. La proporciéon de liquido drenado por
escurrido gravitatorio fue significativamente superior al volumen
drenado debido a la desproporcion. El tratamiento acido redujo la
desestabilizacion por desproporcion de Ostwald, lo cual sugiere la
formacion en la interfase de una pelicula mas resistente. APSt2 a pH
8,0 forma una pelicula con un mayor componente viscoso, mientras
que a pH 2,5 forma una pelicula mas elastica. Ambas condiciones
favorecen la resistencia de la pelicula a las deformaciones.
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Resumen

El objetivo fue analizar la capacidad emulsionante de diferentes sueros de soja como productos integrales. Se ensayaron: sue-
ro de soja liofilizado (SSL), suero de soja liofilizado y calentado (SSLC), suero de tofu liofilizado (STL) y suero de tofu secado
térmicamente (STST). Las emulsiones fueron realizadas a igual nivel de proteina bruta (0,1-1,0% p/v, buffer fosfato 10 mm,
®masico =0,33, Ultraturrax T-25). La estabilidad de las emulsiones (medida a través del aceite separado) decrecio en el orden:
SSLC > STST > STL > SSL. Estos resultados se correlacionan con el indice de actividad emulsificante con y sin SDS. Por me-
didas de BackScattering y difraccion laser se observé una reduccion del tamaiio de particula en las emulsiones preparadas con
sueros calentados (SSLC respecto a SSL y STST respecto a STL). Se observaron diferencias en la capacidad emulsionante de
SSLC y STST, atribuidas a las condiciones de calentamiento. Las reacciones de desnaturalizacién y de formacion de agregados
glicosilados en el suero de soja liofilizado y calentado reducirian la formacién de floculos en la emulsién, principal mecanismo
de desestabilizacion en estas emulsiones.

Palabras clave: Residuales liquidos, subproductos industriales de la soja, agente emulsificante.

Abstract

The objective was to analyze the emulsifying capacity of different soybean wheys as integral products. The following samples
were tested: lyophilized soybean whey (LSW), heated LSW (HLSW), lyophilized tofu whey (LTW) and heat-dried tofu whey
(HDTW). The emulsions were carried out at same level of total protein (0.1-1.0% w/v, phosphate buffer 10 mm, ®w=0.33, Ul-
traturrax T-25). Emulsion stability (measured by the separated oil) decreased in the order: HLSW> HDTW> LTW> LSW. These
results are correlated with emulsifying activity index (EAI) with and without SDS. Assays of backscattering and laser diffraction
showed a reduction of particle size in emulsions prepared with heated whey (HLSW and HDTW in comparison with LSW and
LTW, respectively). The differences between HLSW and TDTW can be attributed to the glycosilated products generated during
thermal treatment under anhydrous conditions, factors which prevent the flock formation postulated as the main mechanism to
destabilize these emulsions.

Keywords: Liquid residual, soy products industries, emulsifying agent.

IntrOdUCC|On de soja (Prosam™ R; Brasil). El suero de tofu (ST) fue obtenido de la

industria (Soyana S.H.). SS y ST se liofilizaron dando SSL y STL. El
SSL se calent6 a 5 °C/min hasta 150 °C en capsula cerrada de acero
inoxidable, se enfri6 (hielo, 30 min), recuperando la muestra SSLC
con el FAK totalmente inactivado (Sobral y Wagner, 2007). ST se

Tanto la obtencion de aislados de manera tradicional como la
industria del tofu conducen a la formacion de importantes cantidades
de sueros de soja (SS) y de tofu (ST). Ambos sueros contienen sales

e hidratos de carbono solubles de la soja (mayoritariamente sacarosa,
estaquiosa y rafinosa), enzimas (B-amilasa, lipooxigenasa y ureasa) y
factores antinutricionales como la lectina y los factores antitripticos
de Kunitz (FAK) y de Bowman-Birk (FABB) con propiedades
anticancerigenas (Kennedy, 1993). Se ha demostrado en ST niveles
importantes de isoflavonas (genistina, daidzeina), fitoestrogenos de
reconocidos efectos beneficiosos para la salud (Espinosa-Martos et
al., 2006; Ben Ounis et al., 2008). SS y ST representan un problema
ambiental para su descarte directo. El objetivo del trabajo fue analizar
en forma comparativa el poder emulsificante de estos sueros como
productos integrales, para su posible utilizaciéon en la industria
alimentaria.

Materiales y Métodos

Obtencion del aislado y de los sueros

El suero de soja (SS) es el sobrenadante isoeléctrico de la
preparacion de aislados (Sorgentini y Wagner, 1999) a partir de harina

concentr6 con rotavapor Biichi R-124 (50 °C, 50 min) hasta 21,2 + 0,3
g/l (pH= 5,8), se seco en estufa de vacio (50 °C; 10 mm Hg; 4 hs), se
moli6 y deshidraté a HR=0 (P,O,, 5 dias), dando la muestra STST. En
todas las muestras se determin6 el contenido (% p/p) de: cenizas (por
calcinacion 550 °C), calcio (a partir de cenizas por absorcion atomica,
Shimadzu AA-6650), glicidos totales (colorimetria con fenol-
sulfurico) y proteinas (Kjeldahl, Nx6,25) para preparar emulsiones
con igual nivel de proteina.

Preparacion, caracterizacion y estudio de
emulsiones

Las emulsiones o/w se prepararon homogeneizando 10 g de
dispersion (1, 5 y 10 mg proteina/ml buffer fosfato 10 mm H 7) con
5 g de aceite refinado de girasol a 20.000 rpm (Ultraturrax T-25, rotor
S25N-10G, 1 min, 20 + 2°C). La microestructura de las emulsiones
se analizo midiendo el didmetro de particula D, y D,; con un
Malvern Mastersizer 2000E, con y sin SDS (0.1%) y determinando
por turbidimetria el indice de actividad emulsificante, IAE (Pearce y
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Kinsella, 1978). La cinética de separacion gravitacional (cremado) de las emulsiones se estudié con un analizador optico vertical (Quick Scan,
Beckman), registrando los perfiles de backscattering (BS %) y transmitancia (T %) en funcion de la altura de la emulsion (cada minuto durante
1 hora) y midiendo los valores promedio de BS y T en la base del tubo (7-9 mm). La constante cinética de separacion gravitacional se calculd
como: K = [10% (BS, om * ;)] donde BS, es BS inicial promedio y t, , el tiempo para el cual BS | —=0,5xBS, . El accite separado
(%AS) en las emulsiones al ser sometidas a centrlfugac10n se determind siguiendo el procedimiento experlmental descrlto por Palanuwech et
al. (2003) con leves modificaciones (Palazolo y Wagner, 2007).

Las determinaciones de DTP fueron realizadas por triplicado y IAE al menos por quintuplicado (por la alta dispersion del método). La
cinética de separacion gravitacional y el aceite separado se midieron al menos por duplicado para los ensayos a 5y 10 mg/ml y por triplicado
para el ensayo a 1 mg/ml.

Resultados y Discusion

Para SSL, el contenido de proteinas, carbohidratos, cenizas y calcio fue de 16,3 +£0,1; 68,0+2.8; 16,1 £ 0,9y 0,19 + 0,01%, respectivamente.
En tanto que para STL las mismas determinaciones resultaron: 15.3 £ 0.2; 38.2 £ 1.5; 22.6 = 0.1 y 3.39 + 0.01%, respectivamente. Estas
composiciones fueron comparables en las muestras calentadas (SSLC y STST). Las emulsiones con SSL y SSLC se prepararon con
concentraciones de proteina equivalentes a las STLy STST pero, debido a la diferente composicion de los sueros, los contenidos en carbohidratos
y sales fueron diferentes. Los valores de K muestran que en todo el rango de concentraciones analizadas la desestabilizacion por cremado crece
siguiendo el orden: STL > STST > SSLC > SSL (Tabla 1).

Excepto en las emulsiones con SSL, en los demas sueros el incremento de la concentracion se traduce en una mayor estabilizacion por
cremado. En SSL, a alta concentracion habria un efecto desestabilizante de los otros componentes del suero. Las cinéticas de desestabilizacion
(no mostradas) y los valores de T % (Tabla 1) indican que aun a concentraciones medias y altas las emulsiones con SSL presentan una mayor
clarificacion, mientras que la que menos se clarifica a alta concentracion es la STST. Todas las muestras tienen D, | similares (entre 0,62 y 0,66
con y sin SDS); los valores IAE indican que el area creada durante la homogeneizacion decrece siguiendo el orden: STL > STST ~ SSLC > SSL
(con y sin SDS). Por tratarse de emulsiones multimodales, los D, , (Tabla 1) dan cuenta de la contribucién de gotas grandes de fase dispersa.
En presencia de SDS el tamaiio de gota crece siguiendo el orden: STL > STST > SSLC > SSL. Las diferencias entre IAE y D, ; con y sin SDS
revelan que las emulsiones con STL y SSLC son menos floculadas que las de SSL y STST.

o o
Muestra mg/ml K T% (1h) BSO( %) SDS IAE D,,
5 :
1 10,96 7,11 55,3:3,4 (0,1%) (m?/g) (m)

STL 3 334 7,11 60,2:2,0
- 24,6 3541
10 1,98 4,25 62,1+0,8 T 33.1 31,99

1 17,68 6,64 51,542,9

STST 5 5,49 0,17 60,1=1,7
- 23.0 52,97
10 2,15 0,03 60,2+0,9 + 31,6 34,07

1 20,00 14,01 38,243,1

SSL 5 32,49 28,56 48,541,
- 16,7 70,58
10 57,12 27,07 53,4+1,1 n 185 45.54

1 19,71 12,36 51,4+4.5

SSLC 3 9,72 473 56,4+2,1
- 24,5 40,03
10 8,77 2,12 56,2+0,9 T 30.4 35.54

Tabla 1. Parametros de estabilidad y microestructura de emulsiones con diferente concentracién de proteina en fase acuosa. K: constante
cinética de separacion gravntacnonal T %: Transmitancia en la zona inferior de la emulsién a 1 h; BS: Backscattering inicial; IAE: indice de
actividad emulsificante. D, ,: didmetro medio de Sauter. Los valores BS, son promedios de al menos dos determinaciones |ndepend|entes
expresados con sus correspondlentes desvios estandar.

Los valores de Backscattering inicial (BS ) paraun @ .. dado (Tabla 1) son proporcionales a la cantidad de gotas y al area creada; para una
misma muestra un incremento en la cantidad usada se traduce en un incremento en el BS  como consecuencia de una mayor cantidad de gotas
de un menor tamaiio. Si comparamos los sueros entre si, se encuentra que para las tres concentraciones ensayadas el mejor agente emulsificante
es el STL (lo que se corresponde con la menor floculacion y menor tamafio de particula), seguido del STST y STLC. Ademas, se observo que
las emulsiones STL forman cremas muy hidratadas (dato no mostrado). En cuanto a su estabilidad a la centrifugacion, todas las emulsiones
liberan menos aceite (<AS %) a medida que aumenta la concentracion de proteinas (Grafico 1). Las muestras sometidas a calentamiento (STST
y SLC) reducen notablemente la liberacion de aceite; en el caso de STLC, a todas las concentraciones.
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Grafico 1. Aceite separado en las emulsiones en funcion del tipo
de muestra y de la concentracion de proteina en la fase acuosa.
Las barras de error son desvios estandar de duplicados reales,
salvo para los ensayos a 1 mg/ml que se realizaron por triplicado
debido a la mayor dispersién en estas determinaciones.

Conclusiones

Un andlisis global de los resultados permite concluir que STL
(suero con proteinas desnaturalizadas y baja actividad antitriptica,
Sobral y Wagner, 2009), incluso con altos niveles de calcio, es un
mejor emulsificante que el suero de soja nativo (SSL). Sin embargo,
los mejores resultados se obtienen con sueros de soja tratados
térmicamente (SSLC y STST), debido a la formacién de productos
glicosilados. En la muestra SSLC, la desnaturalizacion y glicosilacion
proteica en condiciones anhidras ademas de mejorar las propiedades
emulsionantes permite inactivar los factores antitripticos, lo cual es
requisito para el uso en alimentos.

Referencias

BEN OUNIS, W.; CHAMPAGNE, C.P.; MAKHLOUF,

J.; BAZINET, L. Utilization of tofu whey pre-treated by
electromembrane process as a growth medium for Lactobacillus
plantarum LB17, En: Desalination. 2008, 229(1-3):192-203.
ESPINOSA-MARTOS, L; PRESTAMO, G.; RUPEREZ, P.
Composicion y propiedades del suero de soja, un subproducto de la
elaboracion del tofu. En: Alimentaria. 2006, (371):72-73.
KENNEDY, A.R. Anticarcinogenic activity of protease inhibitors.
En: TROLL, W.; KENNEDY, A. R. Protease inhibitors as cancer
chemopreventive agents. New York: Plenum Press, 1993. pp. 9-64.
PALANUWECH, J.; POTINENI, R.; ROBERTS, R.F.;
COUPLAND, J.N. A method to determine free fat in emulsions. En:
Food Hydrocolloids. 2003, 17(1):55-62.

PALAZOLO, G.G.; WAGNER J.R. Effect of freezing on stability
of soy protein and sodium caseinate oil-in-water emulsions. En:
LUPANO, C.E. Functional properties of food components. Kerala:
Research Signpost, 2007. pp. 33-56.

PEARCE, N. K.; KINSELLA, J. E. Emulsifying properties of
proteins: evaluation of a turbidimetric technique. En: Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 1978, 26(3):716-723.

SOBRAL, P.A.; WAGNER, J.R. Thermal properties of soybean
whey and its protein. En: LUPANO, C.E. Functional properties of
food components. Kerala: Research Signpost, 2007. pp. 57-76.
SOBRAL, P.A.; WAGNER, J.R. Relacion entre la composicion y la
actividad antitriptica de sueros de soja y el comportamiento térmico
de sus proteinas aisladas. En: Informacion Tecnologica. 2009,
20(5):65-73.

~

<
<
=
=
wl
=
-
<
=
O
2
o
=
v
w
[




66 -INNEGTEC - No. 5 - 2010 REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

Estabilidad a la congelacidn-descongelacion
de emulsiones o/w preparadas con aislados
de soja nativos y desnaturalizados

con diferente solubilidad

Palazolo, G. G. ¥, Wagner, J. R, @

M Taboratorio de Propiedades Funcionales de Alimentos, Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional
de Quilmes, Bernal, Argentina — CONICET.

Contacto: gpalazolo@ungq.edu.ar

Recibido: 25/06/2010 - Aprobado: 06/12/2010

Resumen

En este trabajo se evalud la estabilidad a la congelacion de emulsiones modelo aceite en agua (o/w) preparadas con cuatro
aislados de soja: dos nativos (ASN-1 y ASN-2, de similar composicion pero diferente solubilidad, >90% y ~75%, respec-
tivamente) y dos desnaturalizados (ASD-1 y ASD-2), resultantes de calentar los respectivos aislados nativoes (90 °C, 5
minutos). Las emulsiones preparadas con dispersiones acuosas al 2% p/v de ASN o ASD y aceite de girasol refinado (® =
0,25), se congelaron a -20 °C por 24 horas y luego se descongelaron a 20 °C. La estabilidad se evalué a partir de medidas de
distribucion de tamaifio de particula (difraccion liser) y aceite liberado (AL, método de dilucién del colorante). Las emul-
siones preparadas con ASN-2 y ASD-2 resultaron muy inestables después de ser congeladas y descongeladas, resultado
que se evidencié por el aumento del tamafio de particula y un AL>25%. Al usar el aislado ASN-1 de mayor solubilidad,
las emulsiones fueron mas estables y se observé un marcado incremento de la estabilidad cuando sus proteinas eran de-
snaturalizadas (ASD-1), no observindose practicamente coalescencia ni aceite separado. En conclusion, la solubilidad
y la desnaturalizacion proteica de los aislados de soja son factores decisivos en la estabilidad de emulsiones frente a la
congelacion-descongelacion.

Palabras clave: Aceite liberado, almacenamiento congelado, desestabilizacion.

Abstract

The aim of this work was to evaluate the freeze-thaw stability of model o/w emulsions prepared with four soy isolates: two
native (NSI-1 and NSI-2, with similar composition but different protein solubility, >90% and ~75%, respectively), and two
denatured (DSI-1 and DSI-2), resulting from heating the respective native ones (90 °C, 5 min). Emulsions prepared with NSI or
DSI aqueous dispersions (2% w/v) and refined sunflower oil (® = 0.25) were frozen at -20 °C for 24 h and subsequently thawed
at 20 °C. Freeze-thaw stability was evaluated by particle size distribution (laser diffraction) and free oil (FO, dye-dilution tech-
nique) measurements. Emulsions prepared with NSI-2 and DSI-2 were highly destabilized after freeze-thawing process, as was
demonstrated by the increase of particle size and FO>25%. More stable emulsions were obtained with the high soluble sample
NSI-1, and a noticeable increase in stability was observed with denaturation of their proteins (DSI-1). The coalescence and
oiling off was almost completely inhibited in DSI-1 emulsions. In summary, solubility and denaturation degree of soy protein
isolates have a decisive influence on freeze-thaw stability of protein-stabilized emulsions.

Keywords: Oiling off, frozen storage, destabilization.
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Introduccion

Los aislados proteicos de soja contienen aproximadamente 90% de
proteinas, constituidas mayoritariamente por las glogulinas de reserva
7S (B-conglicinina) y 118 (glicinina). La capacidad de los aislados de
soja para formar y estabilizar emulsiones o/w se estudi6 extensamente
en trabajos previos (Mitidieri y Wagner, 2002; Palazolo et al.,
2004; Palazolo y Wagner, 2007). La conservacion por refrigeracion
de emulsiones o/w con proteinas como Unico o principal agente
emulsificante es posible, dado que son sistemas estables aun cuando
la fase lipidica cristalice. Sin embargo, el almacenamiento congelado

de estas emulsiones es un tratamiento altamente desestabilizante
(McClements, 2004). En ausencia de crioprotectores, la formacion de
hielo produce la deshidratacion del film interfacial, la crioconcentracion
de componentes en la fase acuosa y un mayor contacto entre gotas,
mecanismos que en conjunto promueven la floculacion. Si el film
interfacial es incapaz de resistir el estrés inducido por la formacion
del hielo, se produce ademds coalescencia y posterior separacion
de aceite luego de la descongelacion (McClements, 2004; Ghosh y
Coupland, 2006). Se informaron grados variables de desestabilizacion
frente a la congelacion/descongelacion en emulsiones o/w preparadas
con distintas proteinas (soja, lactosuero, caseinato) (Ghosh et al.,
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2008), pero en ningun caso se evalud el efecto del envejecimiento
(“aging”) de la muestra. El objetivo del trabajo fue justamente evaluar
la influencia del envejecimiento o almacenamiento de aislados de soja
sobre la estabilidad de emulsiones modelo o/w frente a la congelacion.

Materiales y Métodos

Preparacion de los aislados de soja y las dispersiones acuosas:
A partir de harina de soja desgrasada y activa (Solae Latin America, SP,
Brasil) se prepard un aislado de soja nativo (ASN-1, 90,2% Nx6,25)
por solubilizacién acuosa, precipitacion a pH 4,5, solubilizacion
del precipitado a pH 7,5 y posterior liofilizacién. Por calorimetria
diferencial de barrido (DSC) se corroboré el estado nativo de 7S y
11S (Sorgentini y Wagner, 1999). La muestra ASN-1 se almaceno
un afio a 4 °C y resultd en la muestra ASN-2, la cual tiene el mismo
contenido proteico que la NSI-1 pero un mayor grado de agregacion
proteica. Se prepararon dispersiones de ASN-1 y ASN-2 al 2% p/v
en buffer fosfato de sodio 10 mm pH 7,0 (agitacién magnética, dos
horas), se calentaron (90 °C, 5 minutos) y se enfriaron en agua-hielo,
obteniéndose las muestras totalmente desnaturalizadas ASD-1 y ASD-
2. En todas las muestras se determiné la solubilidad proteica como
el porcentaje de proteina en el sobrenadante (centrifugacion 15000 g,
30 minutos de dispersiones 2% p/v) respecto de la dispersion inicial
(Mitidieri y Wagner, 2002).

Preparacion de las emulsiones y tratamiento de congelacion/
descongelacion: Las emulsiones se prepararon por homogeneizacion
de dispersiones acuosas (2% p/v) y aceite refinado de girasol (¢=0,25)
en dos etapas: 1) obtencion de pre-emulsion con un homogeneizador
rotor/estator (Ultraturrax T25, 20000 rpm, 1 minuto, IKA Labortechnik,
Alemania) y 2) circulacion de la pre-emulsion en un homogeneizador
a valvula de alta presion (400 Bar, Panda 2K, Niro Soavi, Parma,
Italia). Las emulsiones (20 ml en frascos plasticos) se congelaron
en un freezer a -20 £ 1 °C durante 24 horas y se descongelaron
posteriormente a 20 °C. Las curvas de enfriamiento de la parte media
de las emulsiones (termocupla tipo K, registrador Luftt Opus CE 10,
Alemania) mostraron que el inicio de la congelacion ocurri6 a los 50
minutos, llegando a los -20 °C a las cuatro horas.

Caracterizacion de las emulsiones: se determiné el didmetro D43
por dispersion estatica de luz (Malvern Mastersizer 2000E, Malvern
Instruments, Reino Unido) acoplado a una unidad de dispersion
(Hydro 2000MU). Antes de la medida, las emulsiones se diluyeron
(1:1 v/v) con buffer 10 mm fosfato de sodio (pH 7,0) en ausencia
y en presencia de 1% p/v de SDS (Anton, 2002), lo cual asegura la
disociacion de floculos. Las condiciones de medida fueron: velocidad
de dispersion 2000 rpm, indices de refraccion 1,33 y 1,47 para las
fases dispersante y dispersa, respectivamente; coeficiente de absorcion
0,01. El grado de floculacion (GF %) de las emulsiones iniciales y
el indice de coalescencia (IC %) inducido por la congelacion se
calcularon como: GF (%) = D, 3508 0 — Pizsps in Pasesps ml <100,
IC (%) = [D, 5.5ps et — Dizisps n/Pizesps il 100, donde los subindices
—SDS, +SDS, iny ¢-d indican valores obtenidos sin y con SDS, antes y
después de la congelacion/descongelacion, respectivamente (Palazolo
y Wagner, 2007). El aceite liberado (AL %) se determind con el método
espectrofotométrico de dilucion del colorante liposoluble Sudan III,
descripto por Palanuwech et al. (2003) y modificado por Palazolo y
Wagner (2007).

Resultados y Discusion

La solubilidad proteica (SP) de la muestra ASN-1 (93,2 +
1,4%) disminuy¢ significativamente por efecto del almacenamiento
refrigerado (ASN-2, SP= 74,8 £+ 1,2%), lo que se atribuye
principalmente a la agregacion de la globulina 11S (Palazolo et al.,
2004). Este envejecimiento también se vio reflejado en las muestras
desnaturalizadas: SP=96,1 + 1,3% y 87,5 + 1,4% para ASD-1 y ASD-
2, respectivamente. Al tratar térmicamente una dispersion acuosa
de aislado de soja a baja concentracion, las globulinas 7S y 118 se
desnaturalizan, disocian y forman agregados solubles, en tanto que
los agregados insolubles preexistentes se disocian parcialmente, lo
cual incrementa la solubilidad, especialmente evidente en la muestra
almacenada ASN-2. El efecto del almacenamiento también se observo
en las caracteristicas de las emulsiones iniciales. La concentracién
proteica usada (2% p/v) fue suficiente para cubrir el area creada
durante la homogeneizaciéon, con mas del 20% de proteina no
adsorbida en la fase acuosa (Palazolo y Wagner, 2007). Sin embargo,
las emulsiones preparadas con las muestras almacenadas dieron
valores D, , levemente superiores y un notable incremento en el grado
de floculacion (GF %) respecto a las de las muestras frescas (Grafico
1). Estos floculos se forman por un mecanismo de puenteo, ya que
fueron estables en las condiciones de medida del tamafio de particula.
En el caso de las muestras almacenadas, la floculacion se atribuiria a
una mas lenta adsorcion de proteina en la interfase por la presencia
de agregados y a una menor cantidad de proteina soluble disponible
(McClements, 2004). Aunque la desnaturalizacion térmica induce la
formacion de agregados solubles, el incremento de la hidrofobicidad
superficial de las proteinas favorece la formacion de emulsiones con
menor GF % (emulsion ASD-2 respecto a ASN-2, Grafico 1).

En las emulsiones preparadas con las muestras frescas ASN-1 y
ASD-1 se observo una inhibicion casi completa de liberacion de aceite
luego de la descongelacion y en particular en la emulsion ADS-1 una
mayor estabilidad frente a la coalescencia (Tabla 1). El incremento
de la concentracion efectiva de proteina en la interfase en al menos
un orden de magnitud, sumado a la alta tendencia de la globulina
11S nativa a la agregacion a bajas temperaturas, hace altamente
probable que se agregue en la interfase por efecto de la congelacion y
perturbe la integridad del film interfacial, induciendo a la coalescencia
(Palazolo y Wagner, 2007). Este efecto no es observado cuando la
11S esta desnaturalizada térmicamente (ASD-1), acorde a la notable
disminucion de IC % (Tabla 1). En cambio, las emulsiones preparadas
con ASN-2 y ASD-2 mostraron un marcado grado de desestabilizacion
luego del almacenamiento congelado. Al descongelarse se observo
separacion gravitacional, una fase crema coagulada con formacion
de agregados proteicos y una capa de aceite en la parte superior de
la emulsion, acorde con los altos valores de IC % (> 10%) y AL %
(Tabla 1).

En estas emulsiones preparadas con muestras envejecidas, el efecto
positivo de la desnaturalizacion térmica se ve enmascarado (Tabla 1).
Cuando la emulsion inicial tiene un mayor grado de floculacion, los
fléculos tienen menor capacidad de acomodarse en el volumen reducido
de la fase acuosa no congelada, desestabilizandose rapidamente por
coalescencia. Por la misma razoén, la presencia de gotas individuales
de mayor tamafio también puede tener una influencia negativa en la
estabilidad posterior de la emulsion frente a la congelacion.

El efecto del envejecimiento de proteinas sobre la estabilidad
frente a la congelacion de emulsiones o/w es un factor que no debe
subestimarse. Aunque la estabilizacion total de la emulsion requiere la
adicion de crioprotectores, es fundamental contar con una emulsion de
partida de reducido tamafio de gotas y un bajo grado de floculacién, lo
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cual se logra con una adecuada solubilidad y actividad superficial del + GHOSH, S.; CRAMP, G.; COUPLAND, J.N. Effect of aqueous

emulsionante. Este efecto podria ser particularmente importante en la ~ composition on the freeze-thaw stability of emulsions. En: Colloids

preparacion de emulsiones con aislados de soja comerciales, que enla  and Surfaces A: Physicochemical and Enginnering Aspects. 2006,

mayoria de los casos tienen una solubilidad significativamente inferior ~ 272(1-2):82-88.

a la de aquellos preparados en el laboratorio + SORGENTINI, D.A.; WAGNER, J.R. Comparative study of
structrural characteristics ant thermal behavior of whey and

isolate soybean proteins. En: Journal of Food Biochemistry. 1999,
Muestras IC (%) AL (%) 23(5):489-507.
ASN-1 >10* 1,7+0,3 ]
ASD-1 85+ 1 1,6 04
ASN-2 >104 31,L2+3,0
ASD-2 >10% 33,7+0,7

Tabla 1. Parametros de desestabilizacion de emulsiones o/w
preparadas con aislados nativos y desnaturalizados de soja (ASN y
ASD, respectivamente) y sometidas a congelacion-descongelacion.
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ASN-1 ASD-1 ASN-2 ASD-2

Grafico 1. Diametros promedio D4,3 de gotas individuales y grado
de floculacién (GF %) de emulsiones o/w preparadas con aislados
nativos (ASN) y desnaturalizados (ASD) de soja. Los valores D4,3
se obtuvieron a partir de la distribuciéon de tamano de particula en
presencia de SDS.
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