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RESUMEN

El caupi (Vigna unguiculata) es una leguminosa perteneciente a la familia
Fabaceae, cultivada en el nordeste argentino por pequefios y medianos productores. Se lo
utiliza como abono verde, en sistemas rotativos con otros cultivos anuales o en
plantaciones frutales, para aumentar o mantener la fertilidad del suelo. Ademés esta
legumbre posee un elevado contenido de proteinas (24,3 a 27,1%) de buena calidad
nutricional. El caupi se puede considerar como una fuente de proteina vegetal poco
explotada que podria introducirse como alimento ya sea en forma de grano entero o de sus
derivados.

Los aislados proteicos de caupi (APC) pueden ser incorporados en la formulacion
de alimentos siempre que posean adecuadas propiedades funcionales. El objetivo general
de esta tesis fue estudiar en profundidad la capacidad de gelificacion de APC bajo distintas
condiciones, de manera de obtener informacion que permita incorporar estas proteinas de
alto valor nutricional en alimentos destinados al consumo humano.

Se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas y funcionales de las proteinas de
dos APC (A8 y AI10, llamados segun su pH de extraccién, pH 8,0 y pH 10,0
respectivamente) y se evalud el efecto de tratamientos térmicos (TT) y tratamientos con
altas presiones hidrostaticas (TAPH) sobre las mismas. La concentracion proteica
empleada durante los tratamientos en esta etapa del trabajo fue relativamente baja (1% p/p
de proteina) para evitar una agregacion masiva, coagulacién o gelificacién. Los TT
aplicados fueron a 70 0 90 °C, variando el tiempo (5, 10 0 30 min). Los TAPH se aplicaron
a 200, 400 o 600 MPa durante 5 min. Los aislados no tratados y tratados se liofilizaron y
analizaron a través de SDS-PAGE, fluorescencia intrinseca, hidrofobicidad superficial, y
propiedades térmicas, agrupadas como propiedades fisicoquimicas; solubilidad, capacidad
de retencion de agua (WHC), viscosidad aparente y concentracion minima de gelificacion
(LGC), agrupadas como propiedades funcionales. Ademas, se estudio in situ el efecto de
APH sobre la estructura terciaria de las proteinas, realizando espectros de absorcion en el
UV vy espectros de emision de fluorescencia cuando las dispersiones proteicas se
encontraban sometidas a APH.

Las proteinas de caupi fueron sensibles a las distintas condiciones a las que
estuvieron expuestas, desde la preparacion de los APC hasta los tratamientos

desnaturalizantes (TT o TAPH). El pequefio grado de desnaturalizacién que presentd A10
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a causa del cambio de pH durante la extraccion produjo diferencias significativas con
respecto a A8 en varias propiedades, principalmente en la hidrofobicidad superficial y
también en la sensibilidad a los TT y TAPH. Estos aislados presentaron semejantes
propiedades de solubilidad, WHC vy viscosidad aparente, pero se diferenciaron en su
capacidad de gelificacion, en que A10 mostré mayor capacidad que AS8.

Los TT y los TAPH indujeron cambios mé&s drésticos en las propiedades
fisicoquimicas y funcionales de A8 que en las de A10. La alta solubilidad en agua de los
APC tanto antes como después de los tratamientos fue una caracteristica destacable en el
contexto de las proteinas vegetales. La solubilidad de A10 no cambié significativamente
luego de los tratamientos y en muchas condiciones ensayadas fue mayor al 90%, en A8 se
encontrd el menor valor (72%) con el TT a 70 °C. Los TAPH fueron mas eficientes que los
TT para mejorar ciertas propiedades funcionales, como la LGC y la WHC de ambos
aislados.

Se estudid el proceso térmico de gelificacion de los APC vy el efecto del pre-
tratamiento con altas presiones hidrostaticas (APH) y de la incorporacion de calcio sobre el
mismo. Se determinaron condiciones criticas de gelificacion (concentracion y temperatura)
y se relaciond con las propiedades térmicas de las proteinas de los APC. Ademas se evalu6
el efecto de la concentracién proteica, la temperatura y velocidad de calentamiento y
enfriamiento del TT sobre el comportamiento reolégico.

La capacidad de formar geles térmicos de los APC fue semejante a la de otras
proteinas vegetales de reserva en términos de concentracion critica. Sin embargo, las
proteinas de caupi presentaron una importante capacidad de establecer interacciones entre
si por lo que la gelificacion térmica comenzd antes de que se alcanzara un alto grado de
desnaturalizacion, lo que las diferencié de otras proteinas vegetales. Las propiedades
reoldgicas de los geles obtenidos dependieron de la concentracion proteica, la temperatura
del TT y la velocidad de calentamiento y enfriamiento. A10 necesitd menor concentracion
que A8 para formar un gel. A las menores temperaturas (70 y 80 °C) A10 generé geles mas
elasticos que A8, mientras que a las temperaturas mas altas (90 y 95 °C) las diferencias
entre A8 y A10 se cancelaron, probablemente por el mayor grado de desnaturalizacion.
Los valores de G” al final del ciclo sugieren que en las condiciones estudiadas de
concentracion proteica y fuerza i6nica se pueden obtener geles de APC con buenas
caracteristicas reoldgicas con tratamientos térmicos a 80 °C, una temperatura relativamente

baja para la gelificacion de proteinas vegetales. La matriz de los geles estuvo
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principalmente estabilizada por interacciones favorecidas por el enfriamiento como
puentes de hidrogeno.

El pre-tratamiento con APH a bajas concentraciones proteicas no favorecio la
gelificacion térmica, pero aumentd las interacciones entre las proteinas durante el
calentamiento dando soluciones mas viscoelasticas En cambio a altas concentraciones (a
partir de 10,5% p/p) el pre-tratamiento con APH permitié obtener geles térmicos a menores
temperaturas (50 o0 60 °C dependiendo del nivel de presion utilizado). A partir de 90 °C, el
fortalecimiento en A10 fue de gran magnitud solo a 400 MPa, mientras que en A8 no se
detectaron cambios significativos con ningin valor de presion. En los geles obtenidos con
pre-tratamiento con APH la contribucion a G” generada durante el enfriamiento fue menor
que en los no pre-tratados. Esto sugiere que las APH permitieron aumentar la proporcion
de interacciones hidrofdbicas en los geles térmicos, probablemente por el aumento de la
hidrofobicidad superficial generado por el TAPH.

La presencia de calcio durante el proceso térmico de gelificacién permitid obtener
geles a menor concentracion proteica pero con ciclos térmicos de altas temperaturas. Los
iones calcio favorecieron el establecimiento de interacciones que no necesitan alto grado
de desnaturalizacion (interacciones tipo ionicas dependientes de calcio), pero para alcanzar
una matriz viscoelastica suficiente para formar un gel se requirié la desnaturalizacion
proteica para establecer interacciones durante el calentamiento (del tipo hidrofébicas). A
bajas concentraciones (7,5% p/p) las diferencias entre A8 y A10 se cancelaron a
temperaturas menores o iguales a 80 °C, a mayor temperatura (90 y 95 °C) las diferencias
se evidenciaron.

La seleccion de uno u otro aislado dependeria de las caracteristicas texturales que
se deseen obtener y las temperaturas a las que se deba someter el producto alimenticio, la
eleccion de A10 seria ventajosa en la preparacion de alimentos en que se requiriera aplicar
TT de baja intensidad.

Finalmente se analizaron las caracteristicas de dispersiones proteicas de A10 a
diferentes concentraciones sometidas a TT o a TAPH, cada uno en dos niveles, 70 0 90 °C,
y 400 o0 600 MPa. Se evaluo el efecto de la concentracion proteica y se caracterizaron los
geles obtenidos. Ademas se estudio el efecto de la incorporacion de calcio variando la
concentracion entre 0 y 40 mM trabajando con la menor concentracion proteica (7,5% p/p).

Se pudo lograr la formacion de geles débiles de A10 a partir de 10,5% p/p con TT
de 20 min a 70 °C y a partir de 9,0% p/p con TT de 20 min a 90 °C. Con ambas
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temperaturas de TT el aumento de la concentracion proteica produjo geles térmicos mas
fuertes y duros con muy alta WHC, sin diferencias significativas en la dureza y WHC por
el aumento de la temperatura.

La gelificacion por APH requiri6 mayor concentracion proteica que la gelificacion
térmica (a partir de 13,5% p/p al aplicar 400 MPa y a partir de 12% p/p al aplicar 600
MPa). El efecto de la concentracion proteica no se pudo evaluar ya que el rango de
concentraciones empleado genero6 solo uno o dos geles auto-portantes. Las propiedades de
los geles obtenidos por TAPH fueron funcién del nivel de presion utilizada. Los geles a
600 MPa presentaron dureza y viscoelasticidad semejante a la de los geles térmicos,
mientras que los geles a 400 MPa fueron mas débiles. Los geles obtenidos por APH
presentaron una matriz proteica compacta y homogénea como los geles térmicos pero con
predominio de interacciones puente de hidrégeno y menor cantidad de puentes disulfuro.
Las diferencias entre los tipos de tratamientos para lograr la gelificacion probablemente se
debieron a los diferentes fendmenos de desnaturalizacion-agregacion. En el caso de los
TAPH la mayor concentracion y proximidad entre las moléculas seria el factor clave para
generar una matriz viscoelastica ordenada de gel. Tanto los geles térmicos como los
obtenidos por TAPH exhibieron una excelente WHC (mayor al 95% cuando fue evaluada
en condiciones muy energicas).

La presencia de calcio establecié interacciones nuevas entre las proteinas de tipo
ionicas dependientes de calcio, logrando gelificar las proteinas de A10 a menor
concentracion proteica (7,5% p/p) tanto por los TT como los TAPH. Estas nuevas
interacciones proteina-proteina se dieron a costa de interacciones proteina-agua por lo que
los geles obtenidos fueron de tipo particulados o agregados, con baja WHC y sinéresis
espontanea. Este comportamiento dependié de la concentracion de calcio y del nivel de
temperatura o presion utilizado. Los geles térmicos con baja concentracion de calcio (10 y
15 mM) presentaron caracteristicas de geles tipo mixto, con matrices con estructuras de
filamentos finos y de agregados, buen comportamiento reolégico y buena WHC. En
cambio los geles obtenidos por TAPH mejoran su comportamiento reolégico a altas
concentraciones de calcio (30 o 40 mM) pero mantuvieron una baja WHC. La
incorporacion de calcio varid la tonalidad marron/ambar de los geles de caupi a tonalidades
blanguecina debido a la insolubilizacion proteica.

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten concluir que la capacidad de

gelificacion de APC es muy versatil ya que la aplicacion de TT y TAPH (tanto durante la

v



GELIFICACION DE PROTEINAS DE CAUPI DEL NORDESTE ARGENTINO - Resumen

gelificacion o como pre-tratamiento), asi como la incorporacion de calcio modificaron las
propiedades de los geles obtenidos. Esto representa un punto de partida para expandir el
uso de proteinas de caupi mediante el desarrollo de nuevos productos con caracteristicas
texturales definidas. De esta forma se contribuye con informacion para la actual basqueda
de proteinas vegetales que reemplacen las de origen animal, lo que conduciria a beneficios

tanto ecoldgicos como para la salud humana.
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ANOVA: analisis de varianza

APC: aislado proteico de caupi

APH: altas presiones hidrostaticas

auto-portante: adjetivo que caracteriza a un gel que mantiene su forma fuera de su molde
b.s.: base seca

baroproteccion: disminucion del efecto de las altas presiones hidrostaticas
BS: buffer salino

ca.: cerca, aproximadamente

CC: concentracion critica de gelificacion

CSM: centro de masa espectral

desplegamiento: accién y efecto de desplegarse

DSC: calorimetria diferencias de barrido

GD: grado de desnaturalizacién

H,: hidrofobicidad superficial

Pec: punto de entrecruzamiento

Pto3: punto en el cual tan 6 < 0,3

Q: crecimiento relativo de G’ en la etapa de enfriamiento

SDS: dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
So: solubilidad proteica

tan &: tangente del &ngulo de desfase

TAPH: tratamiento con altas presiones hidrostaticas

TC: temperatura critica de gelificacion

Td: temperatura de desnaturalizacion

termograma: registro del flujo calérico en funcion de la temperatura
Toffset: temperatura final de la transicién endotérmica

Tonset: temperatura de inicio de la transicion endotérmica

TT: tratamiento térmico

WHC: capacidad de retencion de agua

Vi
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1. Las legumbres y el caupi

Segln el Codex Alimentarius se entiende por “legumbres” a las semillas secas de
plantas de leguminosas, que se distinguen de las semillas oleaginosas por su bajo contenido
de lipidos. En el Capitulo XI “Alimentos Vegetales” del Codigo Alimentario Argentino, se
define con el nombre de legumbres, a los frutos y las semillas de las leguminosas. Siendo
las leguminosas aquellas plantas cuyo fruto se encuentra dentro de una vaina. Las
legumbres juegan un papel importante en la nutricion humana puesto que son fuentes de
proteinas, energia, ciertos minerales y vitaminas (Deshpande, 1992). Los platos preparados
con ellas y complementados con cereales como arroz 0 maiz, brindan proteinas de buen
valor bioldgico. Las proteinas de los cereales son deficientes en ciertos aminoacidos
esenciales, particularmente lisina (Amjad et al., 2003), por su parte las legumbres
contienen cantidades adecuadas de lisina, pero son deficientes en aminoacidos azufrados
(metionina, cistina y cisteina) (Farzana y Khalil, 1999).

La Asamblea General de las Naciones Unidas proclamé al 2016 como el Afio
Internacional de las Legumbres (A/RES/68/231) y designé a la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) para que facilite la
celebracion del Afio en colaboracion con los gobiernos, las organizaciones no
gubernamentales y las demas organizaciones pertinentes. Se fijaron como objetivos
especificos: concientizar sobre el importante papel de las legumbres en la produccion
sostenible de alimentos y en las dietas saludables, y su contribucién a la seguridad
alimentaria y nutricional; promover el valor y la utilizacion de las legumbres en el sistema
alimentario, sus beneficios para la fertilidad del suelo y para combatir el cambio climéatico
y la malnutricién; alentar las conexiones a lo largo de la cadena alimentaria para una
mayor produccion de legumbres, fomentar la investigacion y la mejor utilizacion de la
rotacion de cultivos y el mejor aprovechamiento de las proteinas derivadas de las
legumbres, y hacer frente a los retos del comercio de legumbres (FAO, 2016).

Las leguminosas comprenden cerca de 20000 especies y tienen gran importancia
tradicional en la dieta tanto de Oriente como Occidente. Las familias correspondientes son
leguminosas y fabaceas, y las principales especies que se explotan son porotos (Phaseolus
vulgaris), arveja (Pisum sativum), lenteja (Lens culinaris), garbanzo (Cicer arietinum) y
haba (Vicia faba). Existe un gran numero de especies no explotadas que podrian

introducirse como alimentos o sus derivados.
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El caupi (Vigna unguiculata L. Walp., sinébnimo: Vigna sinensis L.) pertenece a la
familia Fabaceae (Duke 1981). Es una leguminosa originaria de Africa (Vaillancourt y
Weeden, 1992), y es comUnmente conocido también como poroto del ojo negro, alubia,
poroto sefiorita, chicharo o frijol. EI Codigo Alimentario Argentino (Capitulo XI, articulo
885) lo denomina poroto tape o caupi y lo describe como la semilla fresca o desecada de la
planta Vigna unguiculata (Figura 1). Esta leguminosa es una planta de clima tropical o
sub-tropical y se desarrolla bajo diversas condiciones de clima y suelos. Las temperaturas
Optimas para su crecimiento y desarrollo se ubican entre los 20 y 35 °C. Son mas tolerantes
a las altas temperaturas y a las sequias que a las bajas temperaturas. Es un cultivo estival
que tolera muy bien las altas temperaturas y las condiciones de estrés hidrico, similares a
las que ocurren en la regiéon del nordeste argentino (NEA) (Jover, 2006). La época y
densidad de siembra es primavera y verano hasta fines de febrero, se siembran de 8 a 10 kg
de semilla por hectarea y el rendimiento comercial de granos puede alcanzar los 2000 kg
por hectarea (Jover, 2003). La cosecha de sus vainas se realiza a mano cuando las chauchas
estan secas y se procede de inmediato a su total secado al sol. Para obtener las semillas se
procede al trillado de las chauchas de forma manual o con maquinas trilladoras o
desgranadoras del tipo semi-estaticas. Los restos de vainas pueden ser usados para la
alimentacion del ganado o para cubrir el suelo en sistemas de huerta organica. También se

utilizan como materia prima en la produccién de lombricompuesto (Aguinaga, 2003).

Figura 1: a) Planta de Vigna unguiculata. b) Semillas de caupi variedad cuarentdn. Estacion
Experimental EI Sombrero, Corrientes (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria-INTA).

Las semillas de caupi estan compuestas por la cubierta o cascara, los cotiledones, el
embrion y el hilio u ojo de semilla. Difieren en cuanto a color y pueden ser: crema, marrén

rojizo, negro y en algunas variedades presentan manchas pequefias de diferentes tamafios;
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presentan aspecto redondo u oval. Su textura puede ser lisa, &spera o rugosa (Alban, 2012).
En la Figura 1b se presenta la variedad cuarenton de color crema con una mancha negra en
el hilio. Es una de las variedades méas conocidas en la region del NEA y se la llama

vulgarmente “poroto sefiorita”.

2. Produccion de legumbres y caupi en el mundo y la Argentina

De acuerdo al promedio de produccion anual del afio 2016 segin la FAO, las
legumbres méas importantes a nivel mundial fueron los porotos (Phaseolus), seguido de las
arvejas secas y garbanzos. Los caupies ocuparon el cuarto lugar, seguido de habas y
lentejas, presentando volimenes de produccion anual menores del diez por ciento de la

produccién total de legumbres (Figura 2).

L1 Porotos

4 Arveja

1 Garbanzos
i Caupi

H Lentejas

.1 Guisantes

1478 17,56 H Habas

H otras legumbres

Figura 2: Produccion mundial promedio de legumbres en porcentajes. Fuente: FAOSTAT, 2016.

Segun datos de la FAO, en 2007 Brasil se destac6 como el mayor productor
mundial de porotos con una participacion del 17,3%. Le siguieron India y China, que
concentraron el 15,6% y el 10%, respectivamente. La produccion mundial de porotos de
2007 ascendi6 a 19289231 toneladas, volumen cercano al promedio de los afios 2002 -
2006 (19034149 toneladas). Cabe destacar que la produccion argentina de porotos del afio
2007 situo al pais dentro de los primeros diez productores. Su participacion fue del 1,7%
respecto al total, e implico obtener el puesto nimero nueve dentro del ranking. Con
respecto al cultivo del caupi, Nigeria es el mayor productor mundial y Brasil el pais con
mayor superficie cultivada en América (Freire Filho et al., 2002).
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En la Argentina, en el afio 2008 la produccion total de legumbres ascendid a
406204 toneladas. EI 83% correspondio a porotos, mientras que el 17% restante se repartid
entre arvejas secas, lentejas y garbanzos. La principal provincia productora de porotos fue
Salta (77%) y las provincias de Jujuy y de Tucuman, ocuparon el segundo Yy tercer lugar
respectivamente. Segln datos de la CAmara de Legumbres de la Republica Argentina en la
camparia 2007 - 2008 el 48% del volumen obtenido correspondio a poroto alubia, el 34% a
poroto negro y el 18% restante a otras variedades (Lezcano, 2009).

En el NEA el mercado regional se abastece de caupi producido en las provincias de
Corrientes, Formosa, Chaco y Catamarca (Jover, 2003). Sin embargo, hay momentos del
afio donde no es posible conseguir este poroto. Se puede comprar caupi en ferias,
almacenes, verdulerias y en el Mercado Concentrador de Corrientes. Ademas de abastecer
el mercado regional, se vende caupi en el mercado nacional (Ciudad Auténoma y Gran
Buenos Aires) y, de manera incipiente, se exporta a Paraguay, abasteciendo el mercado de
la ciudad de Asuncién (Alberto, 2005). Las escasas referencias disponibles sobre el
mercado nacional de caupi, indican que es posible incrementar la oferta, con precios
remunerativos, dado que la demanda no seria sobrepasada. Incluso, en algunos lugares de
venta de legumbres secas en las ciudades de Buenos Aires y Santa Fe, el caupi es vendido
como poroto, pero confundiéndolo con el poroto comin (Phaseolus). A nivel internacional,
el MERCOSUR abre las posibilidades de exportacion de productos primarios hacia Brasil,
Paraguay, Venezuela y otros, lo cual permitiria transformar a nuestra region en exportadora
de poroto caupi de consumo humano y de alta calidad. Siendo comercializado como grano
seco, el caupi no tendria los inconvenientes que presentan otros productos primarios
horticolas o fruticolas, en los que el aspecto de pos-cosecha es de suma trascendencia
(Jover, 2003).

3. Consumo y usos de legumbres y caupi

En Argentina el consumo per capita de legumbres es bastante bajo respecto al de
otros paises donde estos alimentos se encuentran muy arraigados ya que forman parte de
platos tipicos. En el caso de los porotos, el 95 - 98% de la produccion de cada campafia se
destina al mercado externo, mientras que ingresa al pais un 0,10 - 0,15% de porotos,
excluyendo lo que se adquiere para la siembra. EI consumo per cépita promedio de porotos
en Argentina para el periodo 2002 - 2008 fue de 140 g/afio y el consumo total de

legumbres secas de 700 g anuales per capita (Lezcano, 2009).
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La produccién de caupi, como grano para consumo humano o alimentacion animal,
estd bastante difundida entre los pequefios productores del NEA, donde también se lo
siembra como abono verde y mejorador de suelos por la fijacion biolégica de nitrogeno
que realiza en simbiosis con bacterias del genero Bradyrhizobium. Se lo emplea en
sistemas de rotacion de cultivos anuales o en plantaciones de frutales para aumentar o
mantener la fertilidad del suelo (Jover, 2006).

En estudios previos Avanza et al. (2013) encontraron contenidos de proteinas de
24,3 a 27,1% para harinas de diferentes variedades de caupi, mostrandolo como una fuente
atractiva de proteinas, alternativa a la proteina animal. Las proteinas del caupi, como otras
proteinas vegetales, son menos costosas y su produccion requiere menos energia, tierra y
recursos hidricos que la produccion de proteinas animales (Pimentel y Pimentel, 2003).
Asumiendo un porcentaje de proteina bruta del 25% en la semilla de caupi, se tendrian
alrededor de 500 kg/hectérea de proteinas, valor que se destaca en comparacion con otros
rubros regionales (Jover, 2003). Por lo anterior, el énfasis en los alimentos a base de
proteinas vegetales también resultaria en beneficios ecoldgicos.

Las semillas de caupi presentan ademdas un elevado contenido de hidratos de
carbono, cercano al 70%, la mayoria facilmente digestible. EI contenido de lipidos es bajo
(1,5%), y es una buena fuente de vitaminas del complejo B y minerales (Hierro, Potasio y
Zinc) (Souza et al., 2002).

El uso del caupi, asi como el de las legumbres en general, como alimento ha sido
limitado debido al sabor, el tiempo necesario para cocinarlo y la presencia de factores
antinutricionales (polifenoles, taninos y é&cido fitico). Se ha encontrado que los
tratamientos térmicos convencionales, especialmente coccién y autoclavado, disminuyen el
contenido de antinutrientes sin variaciones significativas de los componentes nutricionales
del caupi (Avanza et al., 2013). Estos métodos de procesamiento son simples y de bajo
costo y utilizados cotidianamente en la preparacion de alimentos en los hogares, por lo que
la incorporacion de caupi en platos regionales no seria un impedimento, aumentando el
valor nutricional de los mismos.

Por otro lado a través del uso de aislados proteicos obtenidos a partir de las harinas
de leguminosas las propiedades nutricionales podrian ser preservadas y los efectos
negativos de los factores antinutricionales podrian ser eliminados (Horax et al., 2004a). De

esta manera se lograria aportar un valor agregado a un cultivo regional no explotado.
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4. Proteinas vegetales

En las semillas existen tres grupos de proteinas segun su funcion, las proteinas
estructurales, las proteinas de reserva o almacenamiento y las proteinas biologicamente
activas. Las proteinas de reserva son las mas abundantes (méas del 80%). Las proteinas se
clasifican también segun su solubilidad en: albuminas (solubles en agua), globulinas
(insolubles en agua, pero solubles en soluciones salinas diluidas), prolaminas (solubles en
alcoholes) y glutelinas (solubles en soluciones alcalinas) (Osborne, 1924). En el caupi las
proporciones con respecto al total de proteinas son: globulinas del 70 a 45%, albiminas 60
a 50%, glutelinas 11 a 4% y prolaminas 2 a 0,7%. La variacion en las proporciones de
dichas fracciones se debe a la utilizacion de diferentes condiciones de extraccion y a otros
factores como variedad y condiciones de cultivo (Freitas et al., 2004; Chan y Phillips,
1994) (Tabla 1). Avanza et al. (2015) determinaron el contenido de las fracciones proteicas
del caupi cuarenton del NEA e informaron: globulinas 48 + 2%, albuminas 33 + 2%,
glutelinas 8 + 1% y prolaminas 2 £ 0% p/p en relacién a las proteinas totales.

Desde un punto de vista estructural, las globulinas y glutelinas pertenecen a la
misma familia de proteinas globulares, estan formada por barriles de hojas B conectados
por lazos muy cortos, lo que determina que tengan una estructura muy compacta (Dunwell,
1998). Las globulinas se pueden presentar bajo una estructura hexamérica (leguminas,
11S) o bien bajo una forma trimérica (vicilinas, 7S) (Mintz, 1998). En el caupi la fraccion
globulinas esta compuesta principalmente por las vicilinas, al igual que en otras
leguminosas como las arvejas (Horax et al., 2004a). Dichas vicilinas estdn formadas
principalmente por polipéptidos de 150 y 50 kDa. Freitas et al. (2004) caracterizan las
vicilinas de caupi y las fraccionan en tres principales componentes (Tabla 1): a-vignina
(globulina mayoritaria, no glicosilada, compuesta de una subunidad mayor de 80 kDa, que
tras la reduccion, produce dos polipéptidos de 20 y 60 kDa); B-vignina (también globulina
mayoritaria, glicosilada, compuesta de dos polipéptidos principales de 55 y 60 kDa sin
enlaces disulfuro) y finalmente, y-vignina (globulina minoritaria, compuesta por un tipo de
subunidad de 22 kDa con puente disulfuro intracatenario. Se ha encontrado que las
vicilinas de Vigna unguiculata contienen residuos de triptofano a diferencia de otras
leguminosas como Pisum sativum y Phaseolus vulgaris, por lo que su valor nutricional es

superior (Rangel et al., 2003).
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Tabla 1: Fracciones proteicas de caupi. Caracterizacion molecular segun diferentes autores

Fraccion oroteica % Composicion de las subunidades Puentes Glicosilacién
P (Masa molecular en kDa) disulfuro
Globulinas 66,6° Mayoritarias: 65,60,56,50 no 60,56,50?
Minoritarias: 28 — 42 no 29%
51,0°  a-vignina
Mayoritarias: 80 (60 + 20) Inter- no
catenarios
Minoritarias: 44 — 58 no no
B-vignina
Mayoritarias: 55,60 no Si
Minoritarias: 22, 24, 30, 66 no no
y-vignina
Mayoritarias: 22 Intra- no
catenarios
Albuminas 24,9° Mayoritarias: 99,91,32,30 no no
Minoritarias: 28, 83 —52 no no
450° ND ND ND
Glutelinas 4, 7% 101,68,31,29 no no
3,0° ND ND ND
Prolaminas 0,72 105,62,59,54 no no
1,0° ND ND ND

% de fraccion proteica sobre el total de proteinas. ND = no determina. Fuentes: * Chan y Phillips
(1994); ® Freitas et al. (2004).

Por otra parte, las albiminas son la segunda fraccién proteica mayoritaria de las
semillas de caupi. Estas se caracterizan por ser un grupo heterogéneo de proteinas de
coeficiente de sedimentacién 2S, formado por polipéptidos cuyos pesos moleculares
oscilan entre 99 y 34 kDa (Avanza et al.,, 2015). La fraccion albumina es donde se
encuentra la mayor actividad inhibidora de tripsina y hemaglutinante de las proteinas de
caupi (Vasconcelos et al., 2010 y Freitas et al., 2004).

La posibilidad de obtener aislados y/o concentrados proteicos constituye una de las
grandes potencialidades de las semilla para la industria alimentaria. El uso de aislados
proteicos, tiene como objetivo principal la eliminacion lo mas completa y selectiva posible
de los compuestos no proteicos presentes en la harina (Vioque et al., 2001). Este tipo de

productos podrian ser utilizados como ingredientes alimentarios nutritivos en la medida
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que posean adecuadas propiedades funcionales, nutricionales y/o biolégicas (Horax et al.,
2004a).

5. Propiedades funcionales de proteinas, relacion con su estructura

Las propiedades funcionales de las proteinas son propiedades no nutricionales que
imparten a un alimento o ingrediente determinadas caracteristicas sensoriales o
determinado  comportamiento  fisico durante su preparacion, procesamiento,
almacenamiento o consumo. Las propiedades funcionales juegan un rol importante en la
expresion de los atributos sensoriales de los alimentos, definen la calidad del producto final
asi como también afectan el proceso de produccion, almacenamiento y conservacion de los
mismos. Por lo tanto se las considera propiedades de importancia tecnolégica. Se las puede
clasificar segun el tipo de interaccién que predomina en el sistema en estudio (Cheftel et
al., 1989) en los siguientes grupos:

-Propiedades dependientes de la interaccion proteina-agua: se las conocen
también como propiedades de hidratacion y algunas de ellas son: adsorcion de
agua, absorcion de agua, retencion de agua, hinchamiento, solubilidad, viscosidad,
dispersibilidad (Pilosof, 2000a).

-Propiedades dependientes de las interacciones proteina-proteina: floculacion,
coagulacién, gelificacion, formacion de estructuras (fibras, masas, peliculas)
(Petruccelli, 1993).

-Propiedades de superficie o interfase: dependen de la interaccién de las
proteinas en dos fases inmiscibles por ejemplo agua-aceite (propiedades

emulsificantes) y agua—aire (propiedades espumantes) (Wagner, 2000).

La funcionalidad de las proteinas tiene gran importancia tecnoldgica y existe un
gran interés por conocer los mecanismos implicados en ella (Bartholomai y Pilosof, 2000).
Se necesitan proteinas con funcionalidad especifica para ser aplicadas en el desarrollo de
alimentos con determinadas caracteristicas texturales y organolépticas, principalmente en
formulacion de alimentos de contenido graso reducido, sin colesterol, alimentos para
deportistas, de uso clinico o alimentos funcionales. Se emplean sistemas modelo sencillos
para determinar parametros que brindan informacion sobre su capacidad de contribuir a la

propiedad de interés. Estas determinaciones no reflejan su comportamiento final en el

8
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alimento, que es una matriz mas compleja, pero resultan una primera aproximacion muy

importante como paso previo a la formulacion de alimentos reales. En la Tabla 2 se

muestran algunas propiedades relevantes de las proteinas para determinados alimentos.

Tabla 2: Propiedades funcionales de las proteinas exigidas por varios alimentos.

Alimentos

Funcionalidad exigida

Bebidas

Sopas y salsas

Formacion de masa,
productos de panaderia (pan,
cakes, etc.)

Productos lacteos (queso
untables o fundido, helados,

etc.)
Sucedéneos de huevo

Productos carnicos

(salchichas, embutidos)

Extensores o sustitutos de la
carne (proteinas vegetales

texturizadas)

Recubrimientos

Productos de reposteria

Solubilidad a diferentes pHs, estabilidad

frente al calentamiento, viscosidad.

Viscosidad, emulsificacion, retencién de

agua

Propiedades viscoelasticas, cohesion,
desnaturalizacién por el calor, formacion de
gel, absorcién de agua, emulsificacion,

formacion de espuma.

Emulsificacion, retencién de agua,
viscosidad, formacién de espumas, formacion

de gel, coagulacién.
Formacién de espuma, formacién de gel.

Emulsificacion, formacién de gel, cohesion,

retencion de agua y grasa.

Absorcién y retencién de agua y grasa,
insolubilidad, dureza, caracter masticable,

cohesidn, desnaturalizacion por el calor.

Cohesion, adhesion.

Dispersabilidad, emulsificacion

Fuente: Cheftel et al., 1989.

Los atributos funcionales criticos requeridos para la formulacion de alimentos con

un aislado proteico son: adecuada solubilidad, absorcion de agua, gelificacion, capacidad

espumante y emulsificante, y buenas propiedades sensoriales (Damodaran, 1989). Por lo
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tanto, los aislados proteicos de caupi (APC) pueden ser utilizados como ingredientes y
suplementos alimenticios dependiendo de sus propiedades funcionales. Sefa-Dedeh vy
Yiadom-Farkye (1988) observaron que los APC mostraron mejor capacidad de absorcion
de aceites que sus harinas correspondientes. Los APC, dada la alta solubilidad de sus
proteinas tanto a pHs acidos como bésicos, pueden ser usados como ingredientes en la
formulacién de bebidas. Al comparar sus propiedades con las correspondientes a aislados
de soja, los APC mostraron menor capacidad de emulsificacion, pero semejante estabilidad
de las emulsiones. En relacién a la gelificacion, los APC requirieron mayor concentracion
proteica (12 vs. 10% p/v) y mayor tiempo (40 min vs. 30 min) a 70 °C que los aislados
proteicos de soja para gelificar (Horax et al., 2004b). Potencialmente, ciertas
modificaciones estructurales de los componentes de los APC podrian mejorar sus
propiedades funcionales (Horax et al., 2004b).

Las propiedades funcionales de las proteinas estan relacionadas con su estructura
tridimensional, influenciadas por variables ambientales tales como temperatura, pH y
fuerza iénica durante el aislamiento de proteinas y también durante el procesamiento de
alimentos: fabricacion, preparacion y/o almacenamiento (Kinsella y Melachouris, 1976;
Petruccelli y Afion, 1994; Mwasaru et al., 1999b). Usualmente, en primer término se
estudian las propiedades fisicoquimicas y estructurales como masa molecular, estructuras
primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria, composicion aminoacidica, distribucion de
cargas, carga neta, relacion hidrofobicidad/hidrofilicidad y flexibilidad molecular
(Damodaran, 1989), con el fin de relacionarlas con las propiedades funcionales y
comprender sus mecanismos.

Por lo tanto, conocer la relacion entre estructura proteica y funcionalidad es la base
para el disefio racional de ingredientes proteicos con funcionalidad especifica para ser
aplicados en el desarrollo de alimentos con caracteristicas determinadas (Bartholomai y
Pilosof, 2000).

6. Tratamientos para modificar las proteinas

Los cambios en la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria, sin modificacion de
la estructura primaria (sin ruptura de los enlaces peptidicos), son usualmente denominados
desnaturalizacion. La desnaturalizacion es un fenémeno complejo, durante el cual aparecen
conformaciones nuevas. El estado final de la desnaturalizacién puede corresponder a una

estructura polipeptidica totalmente desplegada, en la que son transitorias las interacciones
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proteina-proteina y proteina-solvente. Sin embargo, un aumento del nivel de estructura, por
encima del nivel de la estructura natural, también puede considerarse como una forma de
desnaturalizacion (Cheftel et al., 1989).

Muchas veces la desnaturalizacion proteica tiene una connotacion negativa por que
implica la pérdida de algunas propiedades de las proteinas. En la industria alimenticia estos
efectos sueles ser deseables y son el fundamento para seleccionar y aplicar algin
determinado tratamiento. La desnaturalizacion proteica de una enzima produce perdida de
su actividad biologica por lo que se utiliza para la conservacion de alimentos. La
desnaturalizacion térmica de los inhibidores de la tripsina en las leguminosas mejora
acusadamente la digestibilidad y la disponibilidad bioldgica de las proteinas ya que
aumenta el incremento a la susceptibilidad al ataque de proteasas. Con respecto a las
propiedades funcionales la desnaturalizacion proteica puede perjudicar las mismas, por
ejemplo perdida de la solubilidad, modificacion de la capacidad de fijacion de agua, entre
otras; 0 bien ser un requisito necesario para que las proteinas presenten capacidad de
gelificar, formar espumas o emulsiones (Galvez Mariscal et al., 2013; Cheftel et al., 1989;
Kinsella y Melachouris, 1976).

La modificacién de la estructura proteica y en consecuencia la de sus propiedades
funcionales es consecuencia del procesamiento de alimentos, la determinacion de las
condiciones adecuadas es requisito para mejorar las propiedades funcionales y lograr la
aceptacion del consumidor. Los cambios en las caracteristicas fisicoquimicas se pueden
lograr durante el aislamiento de las proteinas y/o durante la preparacion de los alimentos
mediante tratamientos fisicos, quimicos y/o enziméaticos (Cheung y Wanasundara, 2014;
Mirmoghtadaie et al., 2016).

6.1. Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos (TT) son los mas tradicionales en el procesamiento de
alimentos y afectan la estructura nativa de las proteinas (Kinsella y Melachouris, 1976). La
desnaturalizacion térmica conduce a la disociacion de las proteinas en sus subunidades, al
desplegamiento de su estructura y a la exposicion de sus grupos hidréfobos (Privalov,
1979). En alimentos basados en proteinas de leguminosas la aplicacion de calor como
agente desnaturalizante se utiliza con frecuencia debido a que facilita la digestion de las
proteinas y logra desnaturalizar e inactivar los inhibidores de las proteasas. La aplicacion

de calor afecta la estabilidad de las interacciones no covalentes que estabilizan la estructura
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terciaria de las proteinas, pues se eleva la entalpia de las moléculas y se rompe el equilibrio
de los enlaces (Gélvez Mariscal et al., 2013). Las interacciones del tipo puentes de
hidrogeno, fuerzas de van der Waals y electroestaticas son procesos entalpicos y
exotérmicos, por lo cual se desestabilizan a altas temperaturas y se estabilizan a bajas
temperaturas. Por otro lado, las interacciones hidrofdbicas son producidas como
consecuencia del aumento de entropia cuando menos cadenas laterales hidrofobicas se
expongan al contacto con el medio acuoso. Por lo tanto, se comportan de una forma
opuesta con la temperatura, se estabilizan a altas temperaturas y se desestabilizan a bajas
temperaturas. En el proceso térmico de desnaturalizacion las interacciones hidrofobicas se
refuerzan a medida que se eleva la temperatura pero en un momento se desestabilizan por
el aumento de entropia de las moléculas de agua (disminucion del nivel de estructura del
solvente), por lo que su mayor estabilidad se da entre 60 y 80 °C (Myers, 1990; Galvez
Mariscal et al., 2013).

Puesto que al afectar la estructura de las proteinas se afectan también las
propiedades funcionales de las mismas en los alimentos es importante realizar un analisis
de los procesos termodinamicos involucrados. La asociacion-disociacién y agregacion por
calentamiento han sido ampliamente estudiadas en proteinas de soja (Petruccelli y Afion,
1995), avena (Ma y Harwalkar, 1988), frijol (Tang y Ma, 2009), entre otras semillas. El
procesamiento térmico de lentejas y arvejas produjo la disminucién de la capacidad de
formar emulsiones, espumas y geles de las harinas de dichas legumbres (Aguilera et al.,
2009). Se ha estudiado el efecto de TT en aislados proteicos ricos en vicilinas de tres tipos
de Phaseolus, determinando que la susceptibilidad y flexibilidad térmica dependia del tipo
de proteina, afectando de diferentes maneras la solubilidad y propiedad emulsificante de
dichos aislados (Tang et al., 2009). En las proteinas de caupi se ha estudiado que el
procesamiento térmico afecta las propiedades funcionales de la harina incrementando la
capacidad para absorber agua y grasa, pero disminuyendo la capacidad espumante, asi
como la estabilidad de las espumas formadas (Granito et al., 2004). El procesamiento de
remojado y coccién de las semillas de caupi provocé la disminucion de la solubilidad y la
capacidad de emulsificacion de las harinas asi como también perjudicé la capacidad de
formar geles (Prinyawiwatkul et al., 1997). Avanza et al., (2012), observaron un aumento
significativo en la capacidad de absorcion de agua y aceite, capacidad de imbibicion de
agua y disminucién de la solubilidad proteica de las harinas al ser tratadas térmicamente
(coccion y autoclave) las semillas de caupi. Hasta el momento no se han informado

estudios sobre modificacion de las propiedades funcionales de APC por TT.
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6.2. Tratamientos con altas presiones hidrostaticas

Los tratamientos con altas presiones hidrostaticas (TAPH) representan una
tecnologia emergente en la industria alimentaria. En las ultimas décadas, han demostrado
constituir una opcion adecuada para satisfacer la demanda de alimentos de alta calidad,
minimamente procesados, libres de aditivos y microbiolégicamente seguros. Si bien se
enfocan en la preservacion de los alimentos, también producen cambios en los
componentes macromoleculares e inducen modificaciones en la estructura y propiedades
finales del alimento, preservando moléculas pequefias como aminoacidos, vitaminas,
moléculas portadoras del flavor, entre otras (O'Reilly et al., 2001; Knorr et al., 2006).

A diferencia de la desnaturalizacion inducida por la temperatura, que habitualmente
tiene lugar en el intervalo de 40-80 °C a una presion de 1 atmosfera, la desnaturalizacion
inducida por la presion puede tener lugar a temperaturas ambiente o menores, si la presion
es suficientemente alta. La mayor parte de las proteinas sufre algun nivel de
desnaturalizacion inducida por la presion en el rango de 100-1200 MPa (Heremans, 1982).
La desnaturalizacién de las proteinas inducida por la presion se debe fundamentalmente a
que las proteinas son flexibles y compresibles. Aunque los restos aminoacidicos estén
densamente empaquetados en el interior de las proteinas globulares, siempre existen
espacios vacios, lo que les confiere cierta compresibilidad (Gekko y Hasegawa, 1986). La
desnaturalizacion de las proteinas globulares inducida por la presion suele ir acompafiada
de una reduccion de su volumen especifico y del volumen total del sistema en que se
encuentran. La disminucion de volumen se debe a dos factores: la eliminacion de espacios
vacios cuando la proteina se despliega y la hidratacion de los restos aminoacidicos apolares
expuestos durante el desplegamiento. La desnaturalizacion inducida por la presion puede
ser reversible. La mayor parte de las enzimas, en disoluciones diluidas, recuperan su
actividad cuando la presion desciende de nuevo a la atmosférica, dependiendo del nivel de
presion alcanzado (Weber, 1992). Los TAPH se utilizan para la inactivacion microbiana ya
que presiones en el rango de 200 a 1000 MPa dafan irreversiblemente las membranas
celulares y disocian las organelas de los microorganismos, por lo que inactivan sus formas
vegetativas (Hayashi, 1991). Existen trabajos sobre el estudio de la modificacion de la
estructura proteica a causa de las APH para modificar las propiedades funcionales de las
proteinas. A diferencia del tratamiento térmico, el tratamiento a altas presiones
hidrostaticas no dafia a los aminoacidos esenciales y no altera el color o el aroma ni genera

compuestos toxicos. Por tanto, en ciertos productos, el procesado por medio de la presion

13



Introduccion

hidrostatica puede resultar ventajoso, a pesar de que es una tecnologia costosa
(Damodaran, 2010).

Los TAPH producen un grado variable de desnaturalizacion de proteinas que
depende principalmente del nivel de presion aplicado y la composicién del medio. Se ha
reportado, para proteinas de soja, que los TAPH producen la disociacion de polipéptidos,
modificacion de su hidrofobicidad superficial y agregacion, afectando la solubilidad y otras
propiedades funcionales, asi como también la formacion y la disrupcion de enlaces no
covalentes y cambios en la conformacion e hidratacion (Puppo et al., 2004; Speroni et al.,
2010a y Afobn et al., 2011). Se estudid el efecto combinado de los TT y TAPH en la
propiedad emulsificante de aislado proteico de soja demostrando mejora en la estabilidad
de las emulsiones y aumento de la viscosidad de las mismas por gelificacion de las
proteinas dependiendo del nivel de presion utilizado y concentracion proteica (Puppo et al.,
2008). Las APH provocaron la desnaturalizacion de proteinas de amaranto provocando la
formacion de agregados dependiendo del nivel de presion utilizado y la concentracion
proteica de las dispersiones durante el tratamiento (Condés et al., 2012). Se encuentran
numerosos estudios semejantes sobre el efecto de los TAPH sobre otras proteinas vegetales
como las de lupino (Chapleau y de Lamballerie-Anton, 2003), frijol rojo (Yin et al., 2008),
aislado proteico de canola (He, R. et al., 2014), aislado proteico de mani (He, X. H. et al.,
2014) pero hasta el momento no se han publicado trabajos sobre el efecto de las APH sobre

las proteinas de caupi.

6.3. Proceso de extraccion de proteinas vegetales

La estructura proteica puede modificarse durante el proceso de extraccion de las
proteinas vegetales. Uno de los procesos de obtencion de aislados proteicos se basa en la
solubilizacion de la proteinas a pH alcalino, seguido por precipitacion isoeléctrica (pHs
acidos cercanos al punto isoeléctrico). Las proteinas pueden desnaturalizarse por variacion
del pH, el grado de desplegamiento es mayor a pHs extremos alcalinos que a pHs extremos
acidos. Esto es debido a la ionizacion de los grupos sulfhidrilos, fenélicos y carboxilicos,
que despliegan la cadena polipeptidica al exponerse al ambiente acuoso. La
desnaturalizacion inducida por el pH suele ser reversible. Sin embargo, en algunos casos, a
pH alcalino, se hidrolizan algunos enlaces peptidicos, se desaminan los restos de
asparagina y glutamina, se destruyen grupos sulfhidrilos y se producen agregaciones que

pueden desnaturalizar irreversiblemente las proteinas (Damodaran, 2010). El pH estandar
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de extraccidn para proteinas de almacenamiento de diferentes semillas es 8,0 (Horax et al.,
2004a; Petruccelli y Afion, 1995). Mwasaru et al. (1999a) probaron diferentes condiciones
de extraccion de proteinas (pH entre 8,5 y 12,5) y reportaron desnaturalizacion proteica
incluso al pH mas bajo probado. Por otra parte, los pHs extremadamente altos inducen la
formacion de lisinoalanina, aminoécido toxico. Schwass y Finley (1984) encontraron que
la lisinoalanina se produce en niveles significativos cuando se aumenta el pH de 8,0 a 10,0,
pero fue minima al trabajar a bajas temperaturas (20 °C) y durante 60 min en aislados
proteicos de soja. Por lo tanto, la relacion entre la calidad de la proteina y los parametros
de procesamiento merece una extensa investigacion (Rivas et al., 1981). Una forma
sencilla y poco costosa de modificar la estructura proteica podria ser el aumento del pH
durante la extraccion de proteinas. Ademas, esta reportado que estrategia aumenta el
rendimiento proteico e influye en los perfiles de otros compuestos presentes en los aislados
proteicos (Speroni et al., 2007; Avila-Ruiz et al., 2016).

De esta forma, a través del proceso de extraccion o por tratamientos posteriores las
proteinas pueden ser modificadas para ser usadas como ingredientes funcionales con

caracteristicas innovadoras o “a medida”.

7. Gelificacion proteica

Un gel es una fase intermedia entre un solido y un liquido. Ferry (1948) define a un
gel como un sistema sustancialmente diluido, el cual no muestra flujo en estado
estacionario. La gelificacion se logra al entrecruzar un polimero mediante uniones,
covalentes o0 no covalentes, para formar una red capaz de atrapar moléculas del solvente y
sustancias de bajo peso molecular (Galvez Mariscal et al., 2013). La gelificacion proteica
consiste en la formacion de una red tridimensional inmersa en un solvente (agua) que
exhibe cierto grado de orden a causa de las interacciones moleculares proteina-proteina y
proteina-agua. En esta red existe un balance critico entre las fuerzas repulsivas y atractivas
entre las moléculas (Kinsella y Melachouris, 1976).

Las interacciones atractivas incluyen a las fuerzas de Van der Waals (de corto
alcance), las interacciones hidrofébicas (originadas por el aumento de entropia que supone
disminuir el grado de hidratacion hidrofdébica, potenciadas por las temperaturas elevadas),
electrostaticas (entre residuos aminoacidicos con cargas opuestas, moduladas por la fuerza
i6nica), puentes de hidrogeno (establecidos entre dos residuos aminoacidicos o entre un

residuo aminoacidico y agua, potenciados por el enfriamiento), e interacciones covalentes
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(puentes disulfuro o catalizadas por enzimas). En la Tabla 3 se resumen algunas de las
caracteristicas de las interacciones proteinas-proteina. Las interacciones repulsivas
incluyen las electrostaticas (entre residuos aminoacidicos con cargas iguales, actdan
principalmente a pHs alejados del punto isoeléctrico) y los volumenes de exclusion

(originadas en la repulsién entre nubes de electrones).

Tabla 3: Enlaces e interacciones proteina-proteina

L Energia  Distancia Grupo funcional Agentes Condiciones
Interaccion S .
(kJ/mol) A) implicado desnaturalizantes favorables
Agentes reductores:
Enlaces - Mercaptoetanol,
330-380 1-2 Cistina S-S Viercapiostant
covalentes cisteina,ditiotreitol,
sulfitos
Disoluciones de urea,
Enlac,tes Puente 8-40 5 3 Amida, hidroxilo, clorhld_ra_to de Erio
de hidrdgeno fenol guanidina,
detergentes, calor
. Aminoécidos
Interacciones el Detergentes,
. L 4-12 3-5 alifaticos y . - Calor
hidrofébicas . disolventes organicos
aromaticos
Interacciones 42 -84 5 3 Grupo carboxilo (-) y Soluciones salinas,
electroestaticas amina (+) pH bajos o elevados
Dipolos permanentes,
Fuerzas de 1-9 P indScidos e
Van der Waals . .
instantaneos

Fuente: Cheftel et al., 1989.

El conjunto de estas interacciones proteina-proteina y proteina-agua mantiene
separadas a las cadenas polipeptidicas favoreciendo la formacion de una matriz distribuida
ordenadamente en el espacio capaz de retener agua (Heertje, 1993). La contribucion de
cada tipo de interaccion depende de la estructura de las proteinas en el momento de la
gelificacion, asi como del pH, de la presencia de otras sustancias, de la fuerza iénica del
medio, de la temperatura y de las velocidades con que se aplican los tratamientos fisicos
y/o quimicos para lograr la gelificacion (Utsumi y Kinsella, 1985a y b; Damodaran, 1988;
Puppo et al., 1995).

Las interacciones involucradas en la formacion de la red son principalmente puente
de hidrdgeno e interacciones hidrofobicas y electroestaticas, cuya contribucion varia con el

tipo de proteina, condiciones de calentamiento, el grado de desnaturalizacion y las
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condiciones ambientales. Los geles que se forman por ciertas interacciones no covalentes
como puentes de hidrogeno son térmicamente inestables, reversibles y cuando se calientan
de nuevo se funden a un estado de progel, como se observa con los geles de gelatina. Los
geles donde predominan las interacciones hidrofébicas por lo general son resistentes a
elevadas temperaturas e irreversibles, como los geles de clara de huevo y de proteinas
vegetales. Las proteinas que contienen restos de cisteina y cistinas polimerizan via
interacciones puente disulfuro y también son térmicamente irreversibles (Nemati et al.,
2004; Meng et al., 2002; Molina Ortiz y Wagner, 2002).

En la mayoria de los casos la gelificaciobn proteica requiere la previa
desnaturalizacion, que puede ser total o parcial (Hermansson, 1978). El grado de
desnaturalizacion alcanzado y el tipo de tratamiento desnaturalizante determinaran la
estructura de la matriz proteica que formara el gel. EIl momento (antes o durante la
gelificacién) y las condiciones (concentracion proteica, pH, fuerza ionica, etc.) en que se
produzca la desnaturalizacion condicionaran las estrategias de formacion de gel y sus
caracteristicas finales. Segin Hermansson (1986) la formacion de un gel es un proceso
complejo que involucra reacciones de desnaturalizacion, disociacidn-asociacion vy
agregacion. Esta autora divide a los geles proteicos en dos tipos: los geles formados por
agregacion desordenada (random) a través de un proceso rapido y los formados por
asociacion de moléculas de una manera mas ordenada en hebras a través de un proceso
mas lento. Las proteinas con grandes cantidades de aminoacidos no polares se agregan al
desnaturalizarse y forman agregados insolubles que se asocian al azar formando geles tipo
coagulos, irreversibles. Estas proteinas forman el gel aun cuando se esté calentando la
solucion, porque la velocidad de agregacion y formacion de red es mayor que la de
desnaturalizacion. La red que se obtiene es desordenada y dispersa la luz, lo que da una
apariencia opaca. En contraste, las proteinas con cantidades pequefias de aminoacidos no
polares forman complejos solubles al desnaturalizarse. La velocidad de asociacion de estos
agregados facilita la formacion de un gel ordenado translucido (Guo et al., 2012).

Barbu y Joly (1953) encontraron que si la repulsién entre las moléculas es grande
se forman agregados lineales, en cambio si la repulsién es pequefia y existen grandes
fuerzas de atraccion entre las moléculas se forman agregados globulares random. Tombs
(1970) postuld que en el proceso de gelificacion la agregacion seria mas importante que el
desplegamiento de las proteinas, distinguiendo que se pueden formar geles con agregacion

ordenada o agregacién desordenada.
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Hermansson y Langton (1994) clasificaron a los geles basandose en la presencia de
filamentos o agregados gruesos. Los geles formados por filamentos finos correspondientes
a polimeros lineales, asociados en forma ordenada y no covalente son transparentes,
retienen mucha agua y son termorreversibles. Esta estructura es tipica de polisacaridos, y
es poco comun en los geles proteicos salvo para proteinas fibrosas como el colageno o la
miosina. Las proteinas globulares pueden formar geles transparentes y con buena retencién
de agua cuando se encuentran relativamente lejos del punto isoeléctrico, en este caso las
proteinas se unen en forma ordenada mediante uniones covalentes y no covalentes
formando hebras (“collar de perlas™). Por ultimo, la formacion de geles agregados ocurre a
pHs cercanos al punto isoeléctrico, por desnaturalizacion parcial de la proteina o por la
presencia de sales y por una agregacion aleatoria. Los geles agregados son opacos Y tienen
menor capacidad de retencion de agua (Pilosof, 2000b). Foegeding et al. (1995) establece
tres categorias para los geles de proteinas globulares, ademas de los finos y particulados ya
descriptos, agrega la clasificacion de geles de tipo mixtos. Estos geles estarian constituidos
por ambos tipos de estructuras y sus propiedades serian intermedias.

Aunque una caracteristica crucial de los geles es la retencion de agua, algunos de
ellos liberan parte de su fase liquida de forma esponténea. A este fenémeno se lo denomina
sinéresis. El liquido liberado en la sinéresis es por lo general un sol diluido (es decir una
dispersion de las proteinas). La sinéresis en geles se ve influenciada por varios factores: es
afectada por el pH del sistema y es maxima cercana al punto isoeléctrico, la temperatura a
la que se mantiene el gel puede afectar la sinéresis, y la naturaleza de la fase dispersa y la
matriz formada tiene también efecto sobre la sinéresis (Galvez Mariscal et al., 2013).

La estabilidad de un gel ante fuerzas mecéanicas y térmicas depende del numero y
tipo de interacciones formadas. Los geles presentan varios grados de rigidez y elasticidad,
y muestran estructuras sélidas y semisolidas. EI mecanismo de conversion de sol a gel, no
estd del todo aclarado, por lo que se han propuesto numerosas teorias y modelos. Lo
importante es que el gel resultante presenta un estado sélido o semisolido al inmovilizar la
fase liquida dispersante del sol inicial. Las cantidades relativas de fase dispersa y
dispersante que dan origen a un gel varian ampliamente (Galvez Mariscal et al., 2013).

El estudio de las propiedades gelificantes es muy importante debido a que la
formacion de un gel proteico esta vinculada con caracteristicas tipicas de los alimentos
como textura, propiedades organolépticas, rendimiento y calidad de los productos como
quesos, yogurt, tofu, salsas, aderezos, postres, gelatina, embutidos (Pilosof, 2000b). La

capacidad de gelificacion es uno de los factores méas importantes tanto en la elaboracion de
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nuevos productos como en la obtencion de productos analogos a otros, por ejemplo
sustitutos de la carne, simil l&cteos, sucedaneos del huevo. La gelificacion no solo se
utiliza para formar geles sélidos viscoelasticos, sino también para mejorar la absorcion de
agua, los efectos espesantes, la fijacion de particulas (adhesion), y para estabilizar
emulsiones y espumas (Damodaran, 2010). Los biopolimeros espesantes como los
hidrocoloides polisacaridos son ampliamente usados, ya que son efectivos en bajas
concentraciones y no contribuyen significativamente al sabor, color ni valor nutricional
(Balny y Masson, 1993; Rogers, 1999). Una utilidad de las proteinas como agentes
espesantes o gelificantes, a diferencia de los hidrocoloides polisacéridos, seria aportar
valor nutricional, y a la vez probablemente color y flavor, por lo que su estudio y
caracterizacion revisten intereses variados.

En algunos casos generar un gel alimentario tiene como proposito otorgar 0 mejorar
caracteristicas organolépticas a un producto determinado como reemplazar grasas, hacerlo
mas homogéneo, mejorar la retencién de agua, estabilizar emulsiones y espumas (Cheftel
et al., 1989). En otros casos el propdsito puede ser vehiculizar un componente bioactivo
encapsulado o protegido (Hugo et al., 2014). El objetivo también puede ser mejorar el
valor nutricional por aumento del contenido de proteinas. Cuando las proteinas se asocian
entre ellas, el liquido viscoso se trasforma en una matriz viscoelastica. Sin embargo,
debido a que los geles pueden presentar un comportamiento “soft” por el cual se rompen y
fluyen bajo la aplicacién de fuerzas muy pequefias, una definicion estricta en muy dificil y
es por esto que se utilizan los términos “fuertes” o “débiles” para una subclasificacion de
los geles (Clark y Ross-Murphy, 1978; Pilosof, 2000b).

Por lo antedicho, puede haber situaciones en que sea conveniente formar un gel con
bajo contenido proteico (para dietas hipocaldricas o donde se quiera no enmascarar otro
rasgo organoléptico) o con alto contenido proteico (como suplemento para deportistas, para
desnutridos o embarazadas). De esta manera resulta interesante conocer el efecto de la
concentracion proteica en las caracteristicas de los geles, ya que daria informacion de
interés tecnoldgico ademas de conocimiento basico sobre la capacidad de las proteinas para

esta propiedad funcional.

8. Tratamientos para inducir la gelificacion proteica

Un sol puede transformarse en gel por medio de mecanismos fisicos y quimicos.

Los agentes fisicos pueden ser energia térmica o altas presiones, mientras que los agentes
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quimicos que se pueden incorporar para inducir la gelificacion pueden ser iones como el
calcio, sales, enzimas, entre otros (Totosaus et al., 2002).

ElI TT es un procedimiento habitual para lograr la gelificacion, ya que desnaturaliza
las proteinas y permite la interaccion entre las moléculas. La secuencia de fendmenos
involucrados en la transformacion por calentamiento de una solucién proteica a un gel
puede ocurrir en varias etapas. Una primera etapa en la cual las proteinas se desnaturalizan
por el calor y una segunda etapa donde las moléculas proteicas interactian entre si
(Foegeding et al., 1995). En un cierto tiempo se¢ llega al “punto gel” donde las
interacciones son suficientes para formar una matriz con caracteristicas viscoeldsticas.
Estas caracteristicas pueden ir cambiando con el tiempo y el enfriamiento hasta formar la
matriz de equilibrio es decir la estructura final del gel. Parametros como temperatura,
tiempo de tratamiento y velocidades de calentamiento y de enfriamiento influyen en el
proceso de gelificacion térmica, y en las propiedades del gel formado. Arntfield y Murray
(1992) sostienen que la velocidad de calentamiento afecta las propiedades de un gel en
ciertas proteinas pero no en otras, por lo que seria necesario investigar en cada sistema el
efecto de estos factores. Las caracteristicas propias de las proteinas como propiedades
térmicas, composicion, estructura inicial de las mismas y medio donde se encuentran,
también influyen en el proceso térmico de gelificacion.

La gelificacion también puede lograrse por mecanismos no térmicos, proceso
conocido como “gelificacion en frio”, a partir de proteinas previamente desnaturalizadas,
aplicando tratamientos desnaturalizantes a concentracion proteica menor a la concentracion
critica de gelificacion y posterior cambio en el medio (cambio de pH cercano al punto
isoeléctrico, incorporacion de calcio o magnesio, etc.). Este procedimiento en dos pasos
permite incorporar, durante la gelificacién, materiales que podrian destruirse o inactivarse
durante la desnaturalizacidon térmica (vitaminas, sustancias que aportan aroma o sabor,
microorganismos) (Remondetto et al., 2002; Maltais et al., 2005 y Hugo et al., 2014).

Es posible también gelificar proteinas en frio en un solo paso aplicando TAPH,
pero generalmente se requieren concentraciones proteicas mayores a las necesarias para
gelificar con TT y dependen del nivel de presion aplicado. Okamoto et al., (1990) obtuvo
geles auto-portantes de diferentes proteinas al aplicar 30 min de TAPH a diferentes niveles
de presion segun el tipo de proteina: 600 y 400 MPa para clara y yema de huevo
respectivamente, 200 MPa para geles de actomiosina y carne de conejo, y 300 MPa para
una dispersion al 16,7% p/v de proteinas de soja. Estos autores reportaron que los geles

inducidos por la presion mantenian el color y sabor original y eran méas blandos que los
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geles obtenidos por calor. Molina et al. (2002) trabajaron con dispersiones de aislado
proteico de soja y de sus principales globulinas al 20% de concentracién de proteina,
obteniendo geles auto-portantes a presiones entre 300-700 MPa. Los geles inducidos por
APH dieron valores significativamente menores de adhesividad y dureza cuando se
compararon con los geles térmicos. En dispersiones de concentrados proteicos de soja
tanto la concentracion proteica como el nivel de presion utilizado fueron claves para
obtener dispersiones con mayor componente elastico que viscoso, necesitando presiones
mayores a 300 MPa para dispersiones al 10% y 250 MPa en dispersiones al 15% (Alvarez
et al., 2008).

Los cationes divalentes, como Ca?*, también pueden inducir la formacion de geles
proteicos o bien modificar el proceso de gelificacion de las proteinas. Estos iones forman
enlaces cruzados entre grupos negativamente cargados de las moléculas de proteina
(Damodaran, 2010). Un buen ejemplo de este tipo de gel es el tofu, que se fabrica con las
proteinas de soja. La incorporacion de calcio a alimentos basados en ingredientes de origen
vegetal es importante desde los puntos de vista nutricional y funcional. Por una parte, el
enriquecimiento en calcio es importante en dietas vegetarianas, veganas o con restricciones
de lacteos. Por otra parte, el calcio interactia con las proteinas modificando sus
propiedades funcionales porque promueve la agregacion proteica a través de puentes
ionicos. En el caso de los geles proteicos, las interacciones atractivas promovidas por el ion
calcio entre polipéptidos pueden afectar la estructura de un gel, aumentando su dureza o
caracter elastico (Scilingo y Afdn, 2004; Speroni et al., 2010b). Sin embargo, dado que la
calidad de un gel depende del balance entre fuerzas atractivas y repulsivas, el calcio puede
promover la formacion de geles agregados, en los que predominen las interacciones
proteina-proteina, y deteriorar ciertas caracteristicas pudiendo afectar negativamente la
retencion de agua (Kroll, 1984; Myers, 1990).

Por lo antes mencionado, un buen manejo de la propiedad de gelificacion de las
proteinas requiere el estudio de las condiciones en las que se lleva a cabo el proceso de

gelificacion y ademas, de las caracteristicas finales que resultan en el gel obtenido.
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9. Hipdtesis

Teniendo en cuenta las caracteristicas estructurales de las proteinas presentes en las
semillas de caupi (principalmente globulinas), se postula que éstas seran capaces de
desnaturalizarse exponiendo sitios activos con posibilidad de interactuar entre ellas. De
esta manera los APC presentarian buena capacidad gelificante.

La caracterizacion estructural y fisicoquimica de las proteinas de los APC, en
estado nativo o modificadas por distintos tratamientos como los TT o TAPH permitira
explicar el proceso de gelificacion de las mismas. El andlisis de las interacciones entre los
diferentes polipéptidos en distintas condiciones permitird optimizar la obtencion de los
geles ajustando sus principales caracteristicas y propiedades. De esta manera estas
proteinas podrian ser incorporadas como ingredientes funcionales para uso alimentario con

caracteristicas de gelificacion definidas.

10. Probables impactos y aportes de resultados

En base a las caracteristicas mencionadas, las semillas de caupi constituyen una
fuente alimentaria alternativa interesante para el consumo humano, no sélo bajo la forma
de grano entero o de harina, sino también como proteinas aisladas, alternativas o
complementarias de las usadas habitualmente en la formulacion de alimentos.

La preparacion de aislados cuya capacidad de gelificacion sea conocida constituird
el paso preliminar para el disefio racional de ingredientes proteicos con funcionalidad
especifica en la formulacién de alimentos. La posibilidad de obtener geles en frio,
desnaturalizando las proteinas con APH contribuira al uso del APC como ingredientes
funcionales interesantes. De obtenerse resultados positivos estos podrian ser transferidos al
sector productivo, previo analisis de su factibilidad economica.

Los resultados obtenidos complementaran al conocimiento basico existente tanto
sobre proteinas de caupi como sobre los mecanismos de gelificacion y propiedades de los

geles proteicos obtenidos a partir de proteinas desnaturalizadas por calor o APH.
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Objetivoss

1. General

Si bien existen antecedentes sobre las propiedades funcionales de APC, no hay
estudios que profundicen en los mecanismos de los resultados obtenidos. Se cuenta
solamente con datos comparativos que surgen de la medicion de una propiedad dada. Asi
mismo, hay escasos reportes sobre las modificaciones en las propiedades funcionales de
APC a causa de tratamientos fisicos y quimicos utilizados habitualmente en la industria
alimentaria.

Por ello se propuso como objetivo general estudiar en profundidad la capacidad de
gelificacion de APC bajo distintas condiciones, de manera de obtener informacién que
permita incorporar estas proteinas de alto valor nutricional en alimentos destinados al

consumo humano.

2. Especificos

- Evaluar los efectos de diferentes tratamientos que pueden modificar la estructura
proteica ya sea durante la obtencion de los APC (variando el pH de extraccion),

como a través de otros procedimientos aplicados sobre los APC (TT y TAPH).

- Establecer relaciones entre las propiedades fisicoquimicas de las proteinas de los

APC y sus propiedades funcionales.

- Determinar parametros criticos y factores que influyen en el proceso térmico de

gelificacion de los APC.

- Evaluar el efecto de pre-tratamientos con APH, y de la incorporacién de calcio en

el proceso térmico de gelificacion de los APC.

- Estudiar la gelificacion de los APC por tratamiento con APH, como alternativa a la
gelificacion térmica, y comparar las caracteristicas de los geles obtenidos por

ambos procesos.

- Evaluar el efecto de la incorporacion de calcio en las caracteristicas de geles
obtenidos por TT o TAPH.
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1. Preparacion de la harina

La harina se preparé a partir de semillas de caupi, variedad cuarentdn obtenidas de
la Estacion Experimental EI Sombrero, Corrientes (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria-INTA). Las semillas fueron molidas en un molinillo Braun (KSM2 coffee
grinder, M¢éxico) y pasadas por un tamiz con aberturas de 177 um (ASTM 8&0).
Posteriormente la harina fue desgrasada con hexano (relacion hexano:harina 10:1),
agitando la dispersion durante 24 h a 4 °C, luego se filtrd y eliminé el exceso de hexano

por evaporacion a temperatura ambiente.

2. Preparacion de APC

Los APC se prepararon segun el método de Qi et al. (1997). Se prepararon
dispersiones al 10% p/v de harina desgrasada en agua destilada y se llevaron al pH de
extraccion (8,0 o 10,0) con NaOH 2 N. Las dispersiones se agitaron durante 1 h a
temperatura ambiente con control periodico del pH y luego se centrifugaron a 10000 xg
por 30 min a 20 °C (HeRMEL, modelo Z326K, Alemania). Los sobrenadantes se ajustaron
a pH 4,5 con HCI 2 N, se agitaron por 2 h a 4 °C y luego se centrifugaron a 10000 xg por
20 min a 5 °C. El pellet se resuspendi6 en agua y se llevo a pH 7,0 con NaOH 2 N, luego
se liofilizé y almaceno a 4 °C hasta su uso. Los aislados obtenidos se llamaron A8 y A10

segun el pH de extraccidn proteica.
2.1. Célculo del rendimiento en peso y de proteinas totales

Se calculé el rendimiento en peso del proceso de obtencién de los aislados, como el
porcentaje en peso del aislado obtenido en relacion al peso de harina inicial. Ademas, se
calculo el porcentaje del rendimiento de extraccion de proteinas totales. Obteniendo el

contenido total de proteinas en la harina y en los aislados obtenidos.

Rendimiento en peso = peso de aislado / peso de harina x100 (ec. 1)
Rendimiento de proteina = proteinas en aislado / proteinas en harina x100  (ec. 2)
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3. Composicion centesimal

La composicion quimica de la harina y de los aislados A8 y A10 fue determinada

mediante técnicas recomendadas por la AOAC, Official Methods of Analysis (1990).

3.1. Contenido de proteinas

El contenido de proteinas de la harina y los aislados, se determiné mediante

microKjeldhal, el factor de conversion utilizado fue 6,25 g de proteina/g de nitrégeno.

3.2. Humedad

La humedad se determind por diferencia de pesada, calentando 1g de muestra en
estufa a 105 °C hasta peso constante.

3.3. Cenizas

El contenido de cenizas totales se evalu6 calentando la muestra en mechero hasta la
desaparicion de humos blancos, luego se dejo en la mufla durante 3 horas a 550 °C y
posteriormente se peso.
3.4. Hidratos de carbono

Para la determinacion del contenido de hidratos de carbono se utilizd el método
colorimétrico de la antrona (Rose et al., 1991). Se utilizé una curva patron obtenida con
solucion de dextrosa. Las absorbancias se midieron a 625 nm.
4. Dispersiones proteicas de APC
4.1. Dispersiones acuosas al 1% p/p de proteinas

La masa necesaria de aislado liofilizado y agua destilada se pesaron en vaso de

precipitado y se mezclaron en agitador magnético a temperatura ambiente por 30 min.

Estas dispersiones fueron sometidas a los TT o TAPH, se liofilizaron y se conservaron en
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frascos herméticos a 4 °C hasta su andlisis. A partir de ellas se evaluaron posteriormente
las propiedades fisicoquimicas y funcionales de los APC. Resultados y discusién son

presentados en el Capitulo I.

4.2. Dispersiones acuosas a diferentes concentraciones

Se prepararon dispersiones de los APC al 5,5; 7,5; 9,0; 10,5; 12,0 y 13,5% p/p. Las
masas necesarias de aislado liofilizado y agua destilada se pesaron en vaso de precipitado y
se mezclaron en agitador magnético a temperatura ambiente por 30 min. Estas dispersiones
se emplearon para estudiar el proceso de gelificacion térmica de ambos APC, presentado
en el Capitulo 11 y la caracterizacion de dispersiones proteicas de Al10 tratadas con TT y

TAPH, presentada en el Capitulo Il1.

4.3. Dispersiones acuosas a diferentes concentraciones con incorporacion de calcio

Se prepararon dispersiones acuosas de A8 y A10 como se menciond en Seccion
4.2., a las cuales se les incorporé calcio a partir de una solucién madre de CaCl, 1 M, en
una relacién 2 mM de CaCl, / % p/p de proteina, por ejemplo: a una dispersion de 7,5% p/p
de proteina se incorpord6 15 mM de CaCl,. ElI volumen de solucién madre de CaCl,
necesario fue incorporado con agitacion continua de la dispersion proteica, luego se
continu6 agitando por 30 min a temperatura ambiente obteniendo asi una dispersion
proteica con calcio homogénea. Estas dispersiones se utilizaron para estudiar el efecto de la
incorporacion de calcio en el proceso térmico de gelificacion de los APC presentado en el

Capitulo I1.

4.4. Dispersiones acuosas de A10 con diferentes concentraciones de calcio

Para estudiar el efecto de la concentracion de calcio incorporada, se trabajo con
dispersiones proteicas al 7,5% p/p a las que se le incorpord calcio en concentraciones de
10, 15, 20, 30 y 40 mM. La incorporacion de la solucion de CaCl, 1 M se realizo con
agitacion constante a alta velocidad seguida de agitacion moderada constante por 30 min a

temperatura ambiente. Los resultados correspondientes se describieron en el Capitulo IlI.
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5. Tratamientos de las dispersiones proteicas

5.1. Tratamientos térmicos a dispersiones diluidas

Dispersiones acuosas (1% p/p) de A8 y A10 (Seccidon 4.1.) se trataron a 70 0 90 °C
durante 5, 10 o 30 min, en bafio maria termostatizado con agitacion lenta. Se control6 el
tiempo y la temperatura de las dispersiones con una termocupla con sensibilidad 1 °C
(Tes-1317R, IDT DATOS termdmetro registrador, Taiwan). Al finalizar el TT se enfriaron
rapidamente en bafio de hielo hasta temperatura ambiente. Las muestras se liofilizaron y se

almacenaron en recipientes herméticos a 4 °C hasta su analisis.

Figura 1: TT a dispersiones proteicas diluidas.

5.2. Tratamientos con alta presion hidrostatica a dispersiones diluidas

Dispersiones acuosas (1% p/p) de A8 y A10 (Seccidn 4.1.) se sometieron a 200,
400 o0 600 = 5 MPa durante 5 min en un sistema de altas presiones hidrostaticas (APH)
(Stansted Fluid Power Ltd. Modelo de FPG 9400: 922, Stansted, Reino Unido). La
temperatura inicial de los tratamientos fue 20 °C, el aumento de temperatura debido al
desarrollo de calor por la compresion fue en promedio de 2,2 °C cada 100 MPa. Una
mezcla de propilenglicol y agua (30:70) fue utilizada como fluido de compresion. Las
dispersiones de APC se colocaron en frascos de polietileno apropiados para APH
recubiertos con bolsas selladas al vacio. Las muestras tratadas se liofilizaron y se

conservaron en recipientes herméticos a 4 °C hasta su analisis.
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Figura 2: TAPH a dispersiones diluidas. a) Sistema de APH disponible en el Instituto Tecnologia
de Alimentos de INTA Castelar, Hurlingham, Argentina. b) Dispersiones proteicas diluidas de
APC sometidas a APH.

5.3. Tratamientos térmicos a dispersiones concentradas

Dispersiones acuosas (7,5; 9,0; 10,5; 12,0 y 13,5% p/p) (Secciones 4.2.y 4.3.) y
dispersiones al 7,5% p/p con incorporacion de calcio (de 10 a 40 mM) de A10 (Seccion
4.4.), se colocaron en tubos de vidrios de 15 mm de didmetro, cerrados en los extremos con
tapones de goma desmontables (Figura 3a), para obtener geles proteicos en forma de
cilindro, se trataron a 70 o 90 °C durante 20 min, en bafio maria termostatizado. Se
control6 el tiempo y la temperatura de las dispersiones con una termocupla de sensibilidad
+1 °C (Tes-1317R, IDT DATOS termometro registrador, Taiwan). Al finalizar el TT se
enfriaron rapidamente bajo corriente de agua fria hasta temperatura ambiente. Las
dispersiones proteicas se almacenaron en los mismos tubos de vidrio a 4 °C durante 12 h

hasta su analisis.

Figura 3: a) Tubos de vidrio con tapones desmontables con dispersiones proteicas de A10 para
obtener geles por TT. b) Bolsas cilindricas de membrana de celulosa con dispersiones proteicas de
A10 en bolsas de cerradas al vacio para obtener geles por APH.
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5.4. Tratamientos con alta presion hidrostatica a dispersiones concentradas

Dispersiones acuosas (7,5; 9,0; 10,5; 12,0 y 13,5% p/p) (Secciones 4.2. y 4.3.) y
dispersiones al 7,5% p/p con incorporacion de calcio (de 10 a 40 mM) de A10 (Seccion
4.4.), se sometieron a 400 o 600 = 5 MPa durante 5 min en una unidad piloto de APH de 3
L de capacidad (ACB, Nantes, Francia) utilizando agua como fluido de compresion y
equipada con un sistema de refrigeracion y regulacion de la temperatura (Julabo, Seelbach,
Alemania). La temperatura durante todo el proceso fue de 20 = 3 ° C. Las dispersiones
proteicas se colocaron en bolsas de poliamida/polietileno (La Bovida, Paris, Francia)
cerradas al vacio apropiadas para APH. Para formar geles de A10 con forma de cilindro
semejante a los obtenidos en tubos de vidrios por TT, se utilizaron bolsas cilindricas de
membrana de celulosa (Sigma — Aldrich D9777-100FT), las cuales luego de cerradas se
colocaron en las bolsas de poliamida-polietileno cerradas al vacio (Figura 3b). Las
dispersiones proteicas tratadas se almacenaron en las mismas bolsas a 4 °C durante 12 h

hasta su analisis.

6. Efecto de TT y TAPH sobre propiedades fisicoquimicas y funcionales

El efecto de los TT (Seccidon 5.1.) y TAPH (Seccion 5.2.) sobre las propiedades
fisicoquimicas y funcionales de las proteinas de los APC se estudiaron realizando las
determinaciones que se describen en esta Seccion sobre las muestras liofilizadas de A8 y
A0, tratadas y no tratadas.

6.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

Se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) segun lo descripto por Laemmli (1970) usando geles separadores
(acrilamida-bisacrilamida 12,0% en buffer de gel separador, pH = 8,8) y geles
concentradores (acrilamida-bisacrilamida 4,0% en buffer de gel concentrados, pH 6,8). Las
muestras liofilizadas (1 mg de proteina/mL) se dispersaron en buffer de muestra (pH 6,8).
Para obtener condiciones reductoras se agregoé 5% de 2-mercaptoetanol (2-ME) a dicho
buffer y se calenté un min en bafio a ebullicion. Las corridas se realizaron con buffer de

corrida (pH 8,3) a una corriente constante de 30 mA por gel durante aproximadamente 45
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min (Equipo de cuba electroforética (BIO-RAD, Miniprotean Tetra Cell). La composicion
de las soluciones empleadas se detalla en el Apéndice I.

Se utilizaron patrones de peso molecular: B-fosforilasa (94 kDa); albumina de suero
bovino (67 kDa); ovoalbumina (45 kDa); anhidrasa carbonica (30 kDa); inhibidor de
tripsina (20,1 kDa); B-lactoalbimina (14,4 kDa) (LWM - Pharmacia).

Los geles obtenidos por las técnicas de electroforesis fueron fijados y tefiidos con
Coomasie Brillant Blue R-250 al 0,1% en agua:metanol:acido acético (10:10:4), durante 12
horas; y destefiidos con una solucion acuosa de metanol 25,0% p/v y acido acético 10,0%

p/v.

6.2. Espectroscopia de absorcion en el UV

Se prepararon dispersiones acuosas al 0,1% p/p pesando la cantidad de muestra
liofilizada y agua destilada necesarias, seguido de agitacion constante por 30 min a
temperatura ambiente. Se centrifugaron a 10000 xg por 30 min a 20 °C y se determinaron
los espectros de absorcion en el UV del sobrenadante. Se utilizé un espectrofotometro
Metrolab 1700 UV-visible y celdas de cuarzo de 1 cm de paso dptico. Se registraron las
absorbancias desde 400 a 200 nm, con intervalos de 1 nm y velocidad de escaneo de 300
nm/min. Las absorbancias se expresaron por mg de proteina determinando la cantidad de

proteina en el sobrenadante por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

6.3. Espectroscopia de emision de fluorescencia

Dispersiones de las muestras al 0,1% p/p de proteina en buffer Tris-HCI 0,05 M pH
7,5 se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente y se centrifugaron a 10000 xg por 30
min a 20 °C. La fluorescencia intrinseca de las muestras se determiné con un
espectrofotometro Perkin-Elmer LS 50B (Watham-MA, EE.UU.) a una longitud de onda
de excitacion de 280 nm (ranura de excitacion de 5 nm) y de emision 300 - 450 nm (ranura
de emision de 5 nm) utilizando celdas de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Registrando los
espectros de emision cada 0,5 nm a una velocidad de escaneo a 300 nm/min. La intensidad
de fluorescencia emitida se normalizo con la cantidad de proteina, determinando la

concentracion proteica en el sobrenadante con el método de Lowry (Lowry et al., 1951).
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6.4. Hidrofobicidad superficial

La hidrofobicidad superficial (H,) se determiné con el método de Cardamone y Puri
(1992). Como sonda de fluorescencia se utilizd 1,8-anilina naftaleno-sulfonato (ANS)
(Aldrich Chemical Co., Milwakee-Winsconsin, EE.UU.). El espectro de emision fue
determinado entre 370 a 600 nm, en dispersiones de 0,020-0,030 mg/mL de proteina que se
obtuvieron por dilucién de una solucion madre (0,1% p/p de proteina) en buffer Tris-HCI
0,05 M pH 7,5, las cuales se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 10000 xg por 30 min a 20 °C. Se obtuvieron los espectros de emision a
diferentes concentraciones de ANS (de 0 a 100 puM), los espectros se corrigieron
sustrayendo el blanco (solucién de cada concentracion de ANS en el mismo buffer), y se
determind el aumento de la intensidad de fluorescencia emitida (AIF) por la unién
proteina-ANS. EIl AIF a la longitud de onda de méaxima emision de fluorescencia (470 nm)
fue graficado en funcién a la concentracion de ANS, y la curva se ajusto a la siguiente

ecuacion:

AXANS
B + ANS

AlIF =

(ec.3)

Donde el coeficiente A = AlFma €S el cambio de intensidad de fluorescencia en la
saturacion de ANS. La H, es proporcional a AlFn,« por mg de proteina, por lo tanto se
calcula dividiendo el coeficiente A estimado de la ecuacion 3 por los mg de proteina
determinados en la dispersion proteica por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

6.5. Propiedades térmicas. Calorimetria Diferencial de Barrido

Se utilizo un calorimetro diferencial de barrido Perkin-Elmer Pyris-1 (Waltham,
MA, EE.UU.). Se prepararon dispersiones acuosas de aislados (15,0% p/p) en capsulas de
aluminio herméticamente selladas que contenian entre 15 y 20 mg de dispersién. Las
temperaturas de desnaturalizacion, Td (°C), y la entalpia de transicion, AH (J/g de
proteina), se obtuvieron mediante el analisis de los termogramas con el software
OriginPro8. La Td fue la temperatura del maximo de la transicion endotérmica, y el AH se
calculé como el area correspondiente a la transicion endotérmica. Dicha area se obtuvo

trazando una linea de base recta uniendo el comienzo y la finalizacion de la transicién
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térmica e integrando el flujo de calor en funcion del tiempo. El grado de desnaturalizacion
fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacién:

Grado de desnaturalizacion (GD, %) = 100 — AH;/ AH, x 100  (ec.4)

donde AH, es la entalpia de la muestra sin tratar y AH; es la entalpia de la muestra tratada.

6.6. Solubilidad

La Solubilidad (S,) de las proteinas se midi6 en dispersiones acuosas de 0,1% (p/p)
mediante el método de Bera y Mukherjee (1989). Se prepararon las dispersiones necesarias
a partir de aislados liofilizados y agua destilada, seguido de agitacion constante por 30 min
a temperatura ambiente y se centrifugaron a 10000 xg por 30 min a 20 °C. La S, se expreso
como la relacion porcentual entre la proteina soluble en los sobrenadantes determinada por
el método de Lowry (Lowry et al., 1951) utilizando seroalbumina bovina como patron vy el
contenido proteico total de las muestras liofilizadas determinado por el método de
microKjeldhal (AOAC, 1990).

6.7. Capacidad de retencién de agua

Se prepararon dispersiones acuosas (pH 7,0) al 10,0% p/v de proteina de las muestras
liofilizadas, utilizando un vértex y manteniendo en agitacién por 30 min a temperatura
ambiente. Luego las muestras fueron centrifugadas a 10000 xg por 20 min a 20 °C. Se
recogid el total del sobrenadante, midiendo el volumen y se determind la concentracion de
proteina soluble (Lowry et al., 1951). La capacidad de retencién de agua (WHC) expresada

como g agua/ g muestra, se calculd segun la siguiente ecuacion:
WHC = m,-(m;-m3)/my X & (ec. 5)
Donde m; es la masa inicial de aislado (g), m, es el peso del sedimento (g) y ms es la

cantidad de proteina soluble determinada en el sobrenadante (g), 6 es la densidad del agua

(1 g/mL).
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6.8. Viscosidad aparente

Se determind la viscosidad aparente (n*) a 20 °C de dispersiones acuosas al 10,0% p/v de
las muestras liofilizadas. Se pesé la cantidad de aislado necesario y se llevo a volumen, las
dispersiones se mezclaron por 30 min en agitadores magnéticos a temperatura ambiente. El
ensayo de viscosidad se realizd en un Reometro HAAKE (RheoStress modelo 6000,
Thermo Electron Corporation, Alemania, 2004) utilizando una sonda de platos paralelos
(sonda PP35) con 1 mm de separacion, termostatizando la muestra a 20 °C, y finalmente
aplicando una velocidad de deformacién de 500 s™. La viscosidad aparente se expresé en

cP y se obtuvo mediante analisis de los datos con el software Rheo Win 3.30.
6.9. Concentracion minima de gelificacion

La concentracion minima de gelificacion (LGC) se determin6 mediante el método de
Coffmann y Garcia (1977) con algunas modificaciones. Dispersiones acuosas de las
muestras liofilizadas de concentraciones entre 6,0 y 16,0% p/p (incrementando de a 2,0%
p/p) fueron preparadas en tubos eppendorf en un volumen final de 1 mL. Las dispersiones
fueron calentadas en un bafio de agua hirviendo por 30 min, seguido de enfriamiento bajo
corriente de agua fria hasta temperatura ambiente y luego refrigeracion a 4 °C durante 4 h.
La LGC se determiné como la minima concentracién ensayada a la cual al invertir el tubo
la dispersidn proteica no resbalaba por las paredes. Las dispersiones se desmoldaron y se
determiné visualmente su consistencia, clasificando como (—) liquida, (£) viscosa, (+) gel,

(+ +) gel firme y (+ + +) gel muy firme.

Figura 4: Determinacion de la LGC y consistencia de dispersiones proteicas de APC.
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7. Efectos in situ de las APH

Las medidas se realizaron al aumentar gradualmente la presion (etapa de
compresion), y al disminuirla (etapa de descompresion). Por disponibilidad vy
caracteristicas del equipamiento utilizado, se trabajoé con un solo aislado (A10) y el nivel
de presién maximo alcanzado fue 450 MPa en el espectrofotometro y 600 MPa en el
espectrofluorémetro. La concentracion adecuada de las dispersiones proteicas para la
medicion de la sefial en los equipos fue de 0,3 a 0,4 mg/ mL de proteina (0,05% p/p). Se
prepararon dispersiones de A10 al 0,05% p/p en buffer TRIS — HCI 50 mM (pH 7,5), se
peso la cantidad de aislado y buffer necesario y se dejaron agitando a 4 °C durante toda la
noche para total hidratacion de las muestras. Las dispersiones se centrifugaron 10 min a
10000 xg a 20 °C y se determin6 la concentracion de proteinas en el sobrenadante

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

Figura 5: a) Cubeta de cuarzo para contener las dispersiones proteicas sometidas a APH. b)
Espectrofluorometro equipado con una celda adecuada y bomba manual de APH. (Instituto
Nacional de la Salud y de la Investigacion Médica (INSERM), Montpellier, Francia).

7.1. Espectroscopia de absorcion en el UV bajo APH

Los espectros de absorcion se obtuvieron en un espectrofotémetro UV — visible
Cary 3E (Varian) equipado con una celda de APH termostatizada en el compartimiento de
la muestra (Lange et al. 1996a). La presion de la celda se aument6 o disminuy6 con una
bomba manual (500 MPa, Nova Swiss, Cesson, Francia) usando agua desionizada como
medio transmisor de la presion, el limite méaximo alcanzado fue de 450 MPa. Las

dispersiones proteicas se colocaron en una cubeta de cuarzo de 2 mL de capacidad

34



Materiales y Métodos

herméticamente cerrada con un film de polietileno (4" DuraSealTM de PolyLabo Paul
Block, Estrasburgo, Francia) sujeto por un anillo de goma para permitir la transmision de
las APH (Figura 5a). Las muestras se equilibraron 2 min a cada presién elegida y 20 °C
determinando el espectro de absorcion de 350 a 250 nm, con un intervalo cada 0,1 nmy
velocidad de escaneo de 60 nm/min. La linea de base fue determinada con el buffer
utilizado en la dispersion proteica a 10 MPa, tomando la misma como presién de inicio del
TAPH.

Los datos se analizaron a través de las cuartas derivadas de la absorbancia en
funcion de la longitud de onda, calculadas por el método del cambio espectral propuesto
por Butler (1979) y modificado por Lange et al. (1996a) utilizando el programa SigmaPlot.
Se registraron también las absorbancias a 350 nm directamente de los espectros de

absorcion.

7.2. Espectroscopia de fluorescencia bajo APH

Los espectros de emision de fluorescencia se obtuvieron en un espectrofluorometro
Aminco Bowman — Serie 2, SLM Co (Rochester, Estados Unidos) equipado con una celda
apta para APH fabricada de acero especial (Marval X12) y ventanas de zafiro (Lange et al.,
1996a). La presion de la celda se aument6 o disminuy6 con una bomba manual (700 MPa,
Nova Swiss, Cesson, Francia) (Figura 5b) usando agua desionizada como medio
transmisor de la presion. Las dispersiones proteicas se colocaron en una cubeta de cuarzo
cilindrica de 600 pL de capacidad y 0,5 cm de didmetro, herméticamente cerrada con un
film de polietileno (4" DuraSealTM de PolyLabo Paul Block, Estrasburgo, Francia) sujeto
por un anillo de goma para permitir la transmisién de las APH.

Para registrar los espectros de emisién de fluorescencia se utilizd una longitud de
onda de excitacion de 290 nm, con ventana de 2 nm, y longitud de onda de emisién de 345
nm, con ventana de 4 nm, registrando los datos cada 1nm a una velocidad de escaneo de
240 nm/min. Los espectros de fluorescencia fueron la medida de 3 espectros sucesivos a
cada presion. La presion se aumentd o disminuyé cada 50 o 100 MPa dejando estabilizar la
muestra por 2 min antes del registro de los espectros. Se vario el nivel de presion maximo
alcanzado en cada corrida (200, 400 o 600 MPa).

Para caracterizar los espectros de fluorescencia se calculé el centro de masa

espectral (CSM) con la siguiente ecuacion (Lullien-Pellerin et al., 2001):
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CSM (cm™) =2 (vi.F)/Z F;i (ec.6)

siendo v; la longitud de onda expresada en cm™ y F; la intensidad de fluorescencias a v;.

8. Proceso térmico de gelificacion de APC. Efecto del pre-tratamiento con APH.
Efecto de la incorporacion de calcio

8.1. Reologia dinamica de pequefia deformacion

Para estudiar el proceso de gelificacion térmica de APC los ensayos se realizaron
en un reébmetro AR1000 (TA Instruments New Castle, Del., EE.UU.), usando un sensor de
geometria de cono-placa 40 mm diametro y angulo 4°, separaciéon 129 um. Con control de
temperatura y rampa de calentamiento-enfriamiento a través de un sistema Peltier. El rango
de viscoelasticidad lineal fue determinado a una frecuencia de 1 Hz. Luego se selecciond
una deformacién de 1% que pertenecia al rango de viscoelasticidad lineal y una frecuencia
de 1 Hz para realizar las mediciones de los modulos G” y G’ en funcién del tiempo y la
temperatura. Las dispersiones proteicas se colocaron sobre el plato inferior, se aplico
silicona de baja viscosidad alrededor del borde de los platos, para prevenir la
deshidratacion. El ciclo térmico consistio en el calentamiento de las dispersiones desde 20
°C hasta la temperatura de plateau, a una velocidad de calentamiento determinada (1 o 20
°C/min) (etapa de calentamiento), seguido de una etapa isotérmica de 20 min (etapa de
plateau), para terminar con el enfriamiento hasta 20 °C, a una velocidad de enfriamiento

igual a la de calentamiento (1 o0 20 °C/min) (etapa de enfriamiento).

8.2. Variacion de la concentracion proteica

Se evaluaron dispersiones proteicas de los aislados A8 y A10 a diferentes
concentraciones (5,5; 7,5; 9,0; 10,5; 12,0% p/p) preparadas como se describié en la
Seccion 4.2., sin y con pre-tratamiento con APH (Seccion 5.4.) y sin y con incorporacion
de calcio (Seccion 4.3.), aplicando un ciclo termico (Seccion 8.1.) con temperatura de
plateau de 90 °C y velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, para
determinar la concentracion critica de gelificacion (CC) vy el efecto de la concentracion

proteica en el comportamiento reoldgico.
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8.3. Variacion de la temperatura de plateau

Se evaluaron dispersiones proteicas de los aislados A8 y A10 al 10,5% p/p,
preparadas como se describié en la Seccion 4.2., sin y con pre-tratamiento con APH
(Seccion 5.4.) y sin y con incorporacion de calcio (Seccion 4.3.), aplicando un ciclo
térmico (Seccion 8.1.) con temperatura de plateau variable (50, 60, 70, 80, 90 0 95 °C) con
velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, para determinar la temperatura
critica de gelificacion (TC) y el efecto de la temperatura de plateau en el comportamiento

reoldgico.

8.4. Variacion de la velocidad de calentamiento y enfriamiento

Se evaluaron dispersiones proteicas de los aislados A8 y A10 al 10,5% p/p,
preparadas como se describio en la Seccidn 4.2., aplicando un ciclo térmico (Seccion 8.1.)
con temperatura de plateau de 70 0 90 °C y velocidad de calentamiento y enfriamiento de
1 °C/min, para relacionar el proceso de gelificacion térmica con las propiedades térmicas
(Seccion 8.6.) de las proteinas de los APC. Asi también se evalu6 el efecto de la velocidad
de calentamiento y enfriamiento (1 o 20 °C/min) sobre los pardametros del proceso de

gelificacion.

8.5. Parametros empleados para caracterizar el proceso térmico de gelificacion de
APC:

Moédulo elastico (G” (Pa)) y modulo viscoso (G™ (Pa)): se obtuvieron a partir de las
curvas G” y G en funcion del tiempo, al finalizar el plateau (G"-X °C y al finalizar la

etapa de enfriamiento (G"-20 °C), a frecuencia de 1 Hz y una deformacion del 1%.

tan &: tangente del angulo de desfasaje, cociente entre G y G” a frecuencia de 1 Hz y
deformacion de 1%. Se evalud al finalizar el plateau (tan 8-X °C), y al finalizar la etapa de

enfriamiento (tan 6-20 °C).

Q: cociente entre los valores de G, a 1 Hz, al final y al inicio de la etapa de enfriamiento
del ciclo. Representa el crecimiento relativo de la elasticidad de la dispersion durante esta

etapa.
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Concentracion critica de gelificacion (CC (% p/p)): minima concentracion ensayada a la
cual G” superé a G™" y la tan & fue menor a 0,3, condicion evaluada tanto al finalizar el

plateau, como al finalizar la etapa de enfriamiento.

Temperatura critica de gelificacion (TC (°C)): minima temperatura de plateau ensayada,
alacual G super6 a G™" y la tan 6 fue menor a 0,3, condicién evaluada tanto al finalizar el

plateau, como al finalizar la etapa de enfriamiento.

Pec: punto de entrecruzamiento: tiempo de plateau o temperatura de calentamiento en

que G igual6aG™", a1 Hz.

Pi3: punto en el cual tan 6 fue menor a 0,3: tiempo de plateau o temperatura de

calentamiento o de enfriamiento en que la tan 6 disminuy6 hasta 0,3 (G =0,3 G, a1l Hz).

8.6. Calorimetria diferencial de barrido (MICRO-DSC)

Las determinaciones se realizaron en un Micro DSC IlIl (SETARAM, Caluire,
Francia). El calentamiento se realiz6 a una velocidad de 1 °C/min, en el rango de 20 a 100
°C. Las dispersiones proteicas (800 mg en promedio) se colocaron en celdas metalicas
herméticamente cerradas, usandose como referencia una celda con agua destilada. Las
temperaturas de desnaturalizacion, Td (°C), la entalpia de transicion, AH (J/g de proteina),
y el grado de desnaturalizacion (GD %) se obtuvieron mediante el analisis de los
termogramas como se describié en la Seccion 6.4. Las temperaturas del proceso de
desnaturalizacion proteica se compararon con las temperaturas de gelificacion obtenidas al
trabajar en el redmetro a la misma velocidad de calentamiento (1 °C/min) (Seccion 8.4.).
Se estudiaron dispersiones proteicas de A8 y A10 al 7,5 0 10,5% p/p, preparadas como se
describi6 en la Seccion 4.2. sin y con pre-tratamiento con APH (Seccion 5.4.) y sin y con

incorporacion de calcio (Seccion 4.3).

8.7. Determinacion de la concentracion del ion sodio y de la osmolaridad

Dispersiones acuosas de A8 y Al10 al 10,5% p/p de proteina se utilizaron para
medir el contenido de ion sodio (Na* (mM)) y la osmolaridad (mOsmol/L) de las mismas.

El contenido de Na' se determind con un electrodo selectivo de iones compacto
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LAQUALtwin B-722, (Horiba Scientific, Kyoto, Japon). La osmolaridad se mididé con un
Osmometro (Roebling, Berlin, Alemania) basado en método de la variacion del punto de

fusién con respecto al agua destilada.

9. Caracterizacion de dispersiones proteicas de A10 sometidasa TT o TAPH

En esta Seccion se caracterizaron dispersiones proteicas de A10 de diferentes
concentraciones (Seccion 4.2.) y dispersiones al 7,5% p/p a las cuales se les incorpord
diferentes concentraciones de calcio (Seccion 4.3.) y se le aplicaron TT (Seccién 5.3.) o
TAPH (Seccion 5.4.) con el fin de obtener geles proteicos. La caracterizacion se realizo

luego 12 h de almacenamiento a 4 °C.

9.1. Reologia dindmica de pequefia deformacion

El rango de viscoelasticidad lineal fue determinado a 1 Hz de frecuencia. Dentro de
este rango se selecciond una deformacion de 1% para los barridos de frecuencia (de 0,1 a
10 Hz) para todas las muestras. Los ensayos se realizaron en un redmetro Paar Physica
MCR 300, usando un sensor de platos paralelos con una separacion de 1 mm. Se usé un
software US 200 V2.21 para analizar los datos. Se evaluaron los espectros mecanicos
obtenidos (G" y G en funcion de la frecuencia) y los parametros G (elasticidad) y tan

(viscoelasticidad) a 1 Hz.

9.2. Capacidad de retencién de agua

La capacidad de retencion de agua (WHC) se ensay6 por dos metodologias
empleadas en la bibliografia consultada, una luego de centrifugacion a alta velocidad
eliminando el sobrenadante (Speroni y Afion, 2013; Hu et al., 2013a y Tang et al., 2011) y
la otra luego de centrifugacion a baja velocidad recogiendo el liquido perdido (Puppo et
al., 1995 y Avanza et al., 2005b). Se realizaron pequefias modificaciones para adaptarse a

las muestras a estudiar.
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9.2.1. WHC luego de centrifugacion a altas velocidades

Se pesO 1 g de muestra, a temperatura ambiente, en tubo eppendorf de 2 mL y se
centrifugd durante 20 min a 10000 xg a temperatura ambiente. Los tubos se invirtieron
para drenar el sobrenadante y el liquido residual se eliminé cuidadosamente con papel de
filtro seco. La WHC fue expresada como el porcentaje de la muestra inicial que quedaba

retenida luego de la centrifugacion.
9.2.2 WHC luego de centrifugacion a bajas velocidades

Las muestras obtenidas luego de los tratamientos descriptos en las Secciones 5.3. y
5.4. se equilibraron a temperatura ambiente y se desmoldaron cuidadosamente sin perder
liquido exudado sobre una membrana de Nylon (didmetro de poro 5,0 um Micronsep)
mantenida en el medio de un tubo de centrifuga de 50 mL usando como soportes tubos de
acrilico. Se centrifugaron durante 5 min a 120 xg a temperatura ambiente y se recogi6 todo
el liquido perdido en la parte inferior del dispositivo. Se determiné el peso de la muestra
antes y después de centrifugar y la WHC se expresé como como el porcentaje de la
muestra inicial que quedaba retenida luego de la centrifugacion.

9.3. Propiedades de color

Se realizaron mediciones con un colorimetro Chroma Meter CR- 300C,
(MINOLTA, Osaka, Japon). La luminosidad de los geles se determind por medio del
parametro L*, el equilibrio entre el color verde y rojo por el valor a*, y el equilibrio entre
el amarillo y el azul por medio del valor b*.

A partir de estos pardmetros se calcularon los atributos de color (hue, H*) e
intensidad del color (chroma, C*):

H* =tg™* (b*/a*) cuando a* >0 (ec. 7)

C* = (a*? + b*?)1? (ec. 8)

Los parametros fueron medidos en una placa de Petri de polietileno, obteniendo un

espesor constante de las dispersiones y los geles (9 mm) sobre un fondo blanco. Los
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resultados presentados son los valores promedio de 10 determinaciones efectuadas en cada
duplicado de muestra.

9.4. Solubilidad en diferentes medios desnaturalizantes

Porciones de la dispersiones tratadas en una relacion 1:5, se suspendieron en buffer
salino (BS) (0,0325 M K,;HPOy; 0,0026 M KH,POy; 0,4 M NaCl, pH 8,0), con y sin el
agregado de agentes desnaturalizantes: Dodecil sulfato de sodio (SDS) (BS con 10 g/L
SDS); Urea (BS con 6 M urea); SDS y urea (SDS+UREA) (BS con 10 g/L SDSy 6 M
urea). Las dispersiones se agitaron durante 30 min en un agitador magnético a temperatura
ambiente y luego se centrifugaron a 10000 xg durante 20 min a 20 °C. El contenido de
proteinas del sobrenadante se determiné mediante el método de Lowry (Lowry et al.,
1951).

9.5. Microscopica electronica de barrido

Se tomaron muestras de los geles de 2 mm de espesor y se fijé quimicamente la red
proteica conservandolas durante 48 h en glutaraldehido al 2,5%. Se seccionaron porciones
de 1 mm® y se procedié a una deshidratacioén creciente, con acetona 25, 50, 70 y 90% a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se hicieron tres lavados de 30 minutos cada
uno, con acetona 100%. Las muestras fueron luego sometidas a un secado por punto
critico, en un equipo Polaron, donde se intercambié la acetona por CO, liquido. Se
montaron sobre cinta doble faz. Seguidamente se recubrieron con una fina capa de oro en
un equipo de evaporacién de metales en plasma de Argon para minimizar los efectos de
carga y para aumentar la densidad electrénica superficial (Hermansson y Langton, 1994).
La observacion se realizo en un microscopio de barrido JEOL 35 CF con una aceleracion
de voltaje 5 KV.

9.6. Perfil de textura de geles proteicos

Se realiz0 solo en muestras de geles auto-portantes, se cortaron cilindros de 15 mm
de altura y 15 mm de diametro. Los geles se comprimieron 20% de su altura original
(Puppo y Afi6n, 1998b), confirmando que no ocurria fractura del material, en un analizador

de textura TA-XT2i Texture Analyser, (Vienna Court, Inglaterra), con el software Texture
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Export para windows 1.0. Se ensay0 un test de compresion uniaxial de dos ciclos (Steffe,
1996), en platos paralelos con una sonda SMSP/75 (0.98 N) a una velocidad constante de

0,5 mm/s.
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Figura 6: Curva tipica del perfil de textura (Fuerza en funcién del tiempo).Pardmetros: dureza (F);
adhesividad (As), cohesividad (A /A;) y elasticidad (to/t;).

A partir de las curvas de fuerza en funcién del tiempo (Figura 6) se calcularon los
parametros de dureza, adhesividad, cohesividad y elasticidad de los geles utilizando el
software OriginPro 8. La dureza de los geles se expresé como la fuerza aplicada para
realizar la primera compresion (F), representaria la resistencia del gel. La adhesividad, es
el trabajo necesario para separar la sonda de la muestra (A3), representa la capacidad del
gel de pegarse a otros materiales, se encuentra influenciada tanto por las fuerzas atractivas
entre la superficie del gel y la superficie de otros materiales, como por las fuerzas dentro
del gel y su capacidad de deformarse (elasticidad y viscosidad). La cohesividad (A,/As3), es
la relacion entre el trabajo realizado en cada compresion, es funcion directa del trabajo
necesario para vencer las uniones internas del material. La elasticidad (t,/t;) es la habilidad
para recuperar la forma original del gel, esta relacionado a la altura que el material
recupera entre el final de la primera compresion y el comienzo de la segunda (Bourne,
1968, Pilosof, 2000b).
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10. Analisis estadistico de los datos

Todos los tratamientos y andlisis experimentales se realizaron al menos por
triplicado. Se realizo un andlisis factorial de la varianza (ANOVA) considerando factores
como: pH de extraccion (A8 o Al0), tratamiento (nivel de temperatura o presion, tiempo),
para el Capitulo I; pH de extraccidn, concentracion proteica, temperatura y velocidad de
calentamiento para el Capitulo II; y tratamiento, concentracion proteica o concentracion de
calcio para el Capitulo Ill; incluyendo las interacciones entre ellos. Se utilizd una prueba
de diferencia minima significativa (LSD) con un intervalo de confianza de 95% para
comparar las medias. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software Infostat (Di
Rienzo et al., 2016).
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Capitulo I:
Aislados proteicos de caupi. Efectode TT y
TAPH sobre propiedades fisicoguimicas y

funcionales.




Resultados y discusion: Capitulo |

Los aislados proteicos de caupi (APC) pueden ser incorporados en la formulacion
de alimentos siempre que posean adecuadas propiedades funcionales. Dado que las
propiedades funcionales dependen principalmente de las propiedades fisicoquimicas y
estructurales de las proteinas, éstas se caracterizaron en este Capitulo a fin de obtener
informacion que permitiera explicar o dirigir las propiedades funcionales. El tratamiento
térmico (TT), uno de los procesamientos méas antiguos y méas usados en la industria
alimentaria, y el tratamiento con altas presiones hidrostaticas (TAPH), uno de los
procesamientos emergentes en las Ultimas décadas, modifican las propiedades estructurales
de las proteinas; por tal motivo se evaluaron los efectos especificos de los mismos sobre
las proteinas de los APC. Dado que el proceso de obtencidn de los APC puede modificar la
composicion o estructura de sus proteinas, se trabajé con dos APC (A8 y A10, llamados
segun su pH de extraccion, pH 8,0 y pH 10,0 respectivamente) para evaluar los efectos de
los TT y TAPH sobre dos productos de partida potencialmente distintos. La concentracion
proteica empleada durante los tratamientos en esta etapa del trabajo fue relativamente baja
(1% p/p de proteina) para evitar una agregacion masiva, coagulaciéon o gelificacion. Los
TT aplicados fueron a 70 o 90 °C, variando el tiempo (5, 10 o 30 min). Los TAPH se
aplicaron a 200, 400 o 600 MPa durante 5 min. Los aislados no tratados y tratados se
liofilizaron y analizaron a traves de SDS-PAGE, fluorescencia intrinseca, hidrofobicidad
superficial y propiedades térmicas, agrupadas como propiedades fisicoquimicas;
solubilidad, capacidad de retencidn de agua, viscosidad aparente y concentracion minima
de gelificacion, agrupadas como propiedades funcionales. Ademas, se estudi6 in situ el
efecto de APH sobre la estructura terciaria de las proteinas; para ello se realizaron
espectros de absorcion en el UV y espectros de emision de fluorescencia cuando las

dispersiones proteicas se encontraban sometidas a APH.

1. Composicién de harinay aislados proteicos de caupi

La composicién centesimal de la harina desgrasada, de A8 y de A10 se presenta en
la Tabla 1. Los APC mostraron un gran enriquecimiento en proteinas con respecto a la
materia prima. No se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre el contenido
proteico de A8 y A10; como asi tampoco en los contenidos de cenizas, humedad e hidratos
de carbonos. Los valores del contenido proteico estan de acuerdo con los informados por
otros autores para APC (Horax et al., 2004a, Mwasaru et al., 1999a). Al superar el 90% p/p

(b.s.) de proteinas se cumple con la denominacion de aislados proteicos del Codigo
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Alimentario Argentino (Capitulo XIX, articulo 1411). Los niveles de cenizas también
fueron mayores en los aislados que en la harina, probablemente como consecuencia del uso

de NaOH y HCI durante la preparacion.

Tabla 1: Composicién centesimal (% p/p) (b.s.) de harina desgrasada y APC (A8 y A10).

de?gargge?da A8 AlO
Proteinas 26,06 £0,71b  92,39+1,98a 91,48 +2,20a
Hidratos de Carbono 59,28 + 2,37a 4,23+0,37b 3,94 +0,04b
Cenizas 4,46 +0,11b 524+0,04a 5,40+ 0,05a
Humedad 10,50 + 0,24a 596 +0,07b 5,80+ 0,10b

Promedios + error estandar. Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas
(p<0,05).

El rendimiento en peso de la obtencion de los APC fue de 17,32 + 0,34 y 18,71
0,58% p/p, para A8 y Al0 respectivamente, sin diferencias significativas (p>0,05). Por
otro lado, el rendimiento de extraccion de las proteinas totales de la harina fue de 60,85 +
1,19 y 65,23 + 2,25% p/p para A8 y Al0, respectivamente (p>0,05). Algunas fracciones
proteicas de la harina pudieron quedar insolubles en el pellet luego de la centrifugacién a
pH 8,0 o 10,0 (después de la extraccion de proteinas solubles) y/o soluble en el
sobrenadante de la centrifugacién a pH 4,5 (después de la precipitacion isoeléctrica), por lo
tanto la recuperacién de proteinas en los APC no fue completa. Cabe destacar que estos
rendimientos estan en el rango de los reportados por otros autores que utilizaron métodos
de extraccion semejantes (Horax et al., 2004a, Mwasaru et al., 1999a).

El contenido de hidratos de carbono pudo deberse a fracciones de glucidos unidos a
glicoproteinas que forman parte de las globulinas mayoritarias de las semillas de caupi
(Freitas et al., 2004); asi como también a azucares solubles presentes en la semilla que
hubieran coprecipitado con las proteinas o bien a una pequefia porcion de almidén que no
se separd en el pellet luego de la centrifugacion a pHs alcalinos. Molina et al., (1976)
informaron una recuperacion del almidon total en el pellet del 84%, luego de una

extraccion de proteinas de caupi a pH 9,0.
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2. Efecto de TT y de TAPH sobre propiedades fisicoquimicas de APC

2.1. Caracterizacién molecular

Los patrones electroforéticos de A8 y A10 sin tratar fueron similares, lo que sugiere
que el aumento del pH de la extraccion de proteinas no modificé la composicion
polipeptidica del APC. ElI cambio de pH de 8,0 a 10,0 no solubiliz6 diferencialmente los
polipéptidos de manera detectable por SDS-PAGE. Para cada tratamiento ensayado no se
detectaron diferencias en los efectos producidos en los patrones electroforéticos de A8 y
A10. Debido a esto, solo se presentan los patrones electroforéticos de A8 en la Figura 1.
En condiciones no reductoras, los APC sin tratar presentaron polipéptidos de 80, 60, 56, 52
y 42 kDa. Estos polipéptidos pertenecen a la fraccion de vicilina (Rangel et al., 2003).
Ademas, los APC presentaron polipéptidos de 94, 33 - 25 y 20 - 14 kDa, que corresponden
a la fraccion de albuminas (Vasconcelos et al., 2010). No se encontraron agregados
proteicos en el gel concentrador, sin embargo, se encontraron especies con peso molecular
mayor a 94 kDa en el gel de resolucién (Figura la, c, y e, flechas verdes). Bajo
condiciones reductoras, se observd disminucion de la intensidad de las bandas de los
polipéptidos de 94, 80 y 42 kDa; sin embargo, se observé un aumento en la intensidad de
la banda correspondiente a polipéptidos de 20 kDa (Figura 1b, d, y f, flechas verdes). Estos
resultados indican la presencia de enlaces disulfuro en tales especies proteicas. Avanza et
al. (2013) reportaron resultados similares en patrones electroforéticos de proteinas de las
harinas de caupi del NEA, con la excepcion de los agregados de peso molecular mayor a
94 kDa. Esto sugiere que dichos agregados se generaron durante la obtencion de los APC,
probablemente durante la etapa de extraccion alcalina, ya que los pHs altos favorecen la
formacion de puentes disulfuro (Monahan et al., 1995).

Luego del TT a 70 °C aparecieron agregados solubles que no entraron al gel
concentrador ni al gel separador. Estos agregados estuvieron estabilizados por puentes
disulfuro ya que no se observaron en los patrones electroforéticos obtenidos en condiciones
reductoras. Se observd aumento en la intensidad de las bandas de estos agregados cuanto
mayor fue el tiempo del TT (Figura 1a y b, recuadros en rojo). Con el TT a 90 °C la
intensidad de las bandas de los agregados fue mayor que a 70 °C, algunas de ellas
permanecieron incluso en condiciones reductoras, lo que sugiere que los enlaces disulfuro

no se llegaron a romper por completo en estas condiciones (Figura 1c y d, recuadros rojos).
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Figura 1: SDS-PAGE de A8, no tratado o sometido a TT o TAPH. a) TT a 70 °C en condiciones
no reductoras; b) TT a 70 °C en condiciones reductoras; ¢) TT a 90 °C en condiciones no
reductoras; d) TT a 90 °C en condiciones reductoras. Calle 1: A8 no tratado; calle 2: 5 min; calle 3:
10 min; calle 4: 20 min; calle 5: 30 min. €) TAPH en condiciones no reductoras; f) TAPH en
condiciones reductoras. Calle 1: A8 no tratado; calle 6: 200 MPa; calle 7: 400 MPa; calle 8: 600
MPa. PPM: patrén de peso molecular. Flechas verdes: efectos relevantes en A8 sin tratar.
Recuadros y flechas rojos: efectos relevantes de TT. Recuadros y flechas azules: efectos relevantes

de TAPH.
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Los TT, principalmente a 90 °C, provocaron la desaparicién de la banda de 42 kDa
y una disminucién en la intensidad de la banda de 80 kDa dependiente del tiempo del TT
aplicado (Figura la y c, flechas rojas). Lo que sugiere que estos polipéptidos
correspondientes a vicilinas estuvieron involucrados en los agregados de alto peso
molecular formados por los TT. La formacion de agregados proteicos inducida por TT
también ha sido reportada en otros aislados, como los de amaranto (Avanza y Afidn, 2007)
o los de soja (Petruccelli y Afidn, 1995).

Con los TAPH se observaron agregados estabilizados por puentes disulfuro que no
ingresaron al gel separador, luego del tratamiento a 200 MPa, y agregados que no
ingresaron a los geles concentrador ni separador, con los tratamientos a 400 o 600 MPa
(Figura 1e y f, recuadros azules). Estos resultados sugieren que los tratamientos a 400 y
600 MPa fueron maés eficaces que los de 200 MPa en la formacion de agregados solubles
de alto peso molecular. No se observaron variaciones en las bandas correspondientes a los
polipéptidos de 80 y 42 kDa (Figura 1e, flecha azul), lo que sugiere que los agregados
inducidos por las APH tuvieron una composicion polipeptidica diferente a los inducidos
por los TT. La agregacion de proteinas inducida por APH también fue informada por
Speroni et al. (2009) en aislados proteicos de soja y por Condés et al. (2012) en aislados
proteicos de amaranto. Nuestros resultados indican que los fendmenos de disociacion y
agregacion inducidos por los TT y los TAPH fueron diferentes y condujeron a la formacion
de diferentes especies proteicas, las cuales podrian tener diferentes propiedades

funcionales.

2.2. Espectroscopia de absorcion en el UV y de emision de fluorescencia

Esta Seccidn se presenta en dos partes, en la primera se estudiaron los efectos de los
TT y TAPH en los espectros de absorcion en el UV y de emision de fluorescencia de las
muestras tratadas, liofilizadas y resuspendidas; por lo que se denominaron efectos
irreversibles de los tratamientos. En la segunda parte de esta Seccidn, se determinaron los
espectros de absorcion en el UV y de emision de fluorescencia durante la aplicacion de

TAPH; denominandose efectos in situ de las APH.

2.2.1. Efectos irreversibles de los TT y TAPH
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Los amino&cidos aromaticos presentan picos de maxima absorcion en la region del
UV cercano, fenilalanina a 254 nm, tirosina a 274 nm vy triptéfano a 280 nm (Dyer, 1973).
Los aislados A8 y A10 no tratados, presentaron similares longitudes de onda de maxima
absorcion en el UV (Amaxuv) (267,0 £ 1,0 y 266,0 £ 0,1, respectivamente (p>0,05)) y las
absorbancias (Abs) fueron en promedio de 1,56 (p>0,05; Tabla 2). Los valores de Amaxuv
concuerdan con la mayor proporcion de fenilalanina que poseen los APC respecto a los

otros aminoacidos aromaticos (Horax et al., 2004a; Rangel et al., 2003).

Tabla 2: Longitud de onda de maxima absorcion (Amaxuv) Y absorbancia en el UV (Abs) de
A8y A10 sin tratar o sometidos a TT o TAPH.

TT70°C TT90°C TAPH
Amaxuv Abs Amaxuv Abs Mmaxuv Abs

A8  267,0+10a 153+0,07c 267,0+10a 1,53+0,07b A8 267,0+1,0a 1,53 £0,07b

5min  2645+05b 1,66+0,06b 266,0+10ab 1,64 +0,04ab 200MPa 266,5+05ab 1,59 0,0lab

10min 2655+0,5ab 1,70 +0,08ab 266,5+0,5ab 1,72+0,0la 400MPa  266,5 * 1,5ab 1,54 +0,02b

30min 2655+05ab 1,83+0,06a 2675+05a 177+0,03a 600MPa 266,0+1,0ab 1,56 £ 0,04b

A10 266,0+0,1ab 1,59+0,06c 266,0+0,1ab 159+0,06b  A10 266,0  0,1ab 1,59 +0,06b

5min  266,5+05ab 1,70 +0,02ab 266,0 £0,0ab 1,62 +0,08ab 200MPa 2655 + 0,5ab 1,75 +£0,01a

10min 2655 +0,5ab 1,70 +0,05ab 2655 +0,5ab 1,68 +0,10ab 400MPa  265,5 % 0,5ab 1,76 +0,02a

30min 2655+1,5ab 1,73+0,08ab 266,0+1,0ab 1,80+0,08a 600MPa  265,5+0,5ab 1,71+ 0,02a
Promedio + error estandar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias

significativas (p<0,05).

Se observo que los tratamientos aplicados produjeron una tendencia a disminuir la
Amaxuv, pero los valores obtenidos no fueron significativamente menores (p>0,05) excepto
en A8 tratado 5 mis a 70 °C (Tabla 2). El cambio de Amaxuv hacia menores longitudes de
onda (blue shift) indicaria una exposicion de los aminoacidos aromaticos a un ambiente
mas polar (Lange et al., 1996a). Por otro lado, los tratamientos aumentaron las Abs (los TT
en mayor medida que los TAPH) (Tabla 2), lo que reflejaria un desplegamiento de la
estructura proteica y exposicion de aminoacidos aromaticos. Ma y Harwalkar (1988)
informaron semejante efecto en globulinas de avena calentadas a 110 °C.

Los tres aminodcidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) podrian

contribuir a la fluorescencia intrinseca de las proteinas, pero generalmente, los residuos de
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triptéfano (Trp) son los fluor6foros intrinsecos dominantes, con una longitud de onda de
maxima emision (Amax) €n agua entre 348 y 353 nm. El espectro de fluorescencia depende
principalmente de la polaridad del medio en el que estan presentes los residuos de Trp y
proporciona informacion sobre los cambios conformacionales de las proteinas (Lakowicz,
1983). La desnaturalizacion proteica generalmente produce en los espectros de emision de
fluorescencia un cambio de la Amax hacia mayores longitudes de onda (hacia el rojo, red
shift), por el desplegamiento de la estructura proteica y exposicion de los Trp a un
ambiente mas polar (el solvente acuoso) (Kronman y Holmes, 1971, Lullien-Pellerin et al.,
2001). Cuando los residuos de Trp son protegidos por la matriz proteica de la fase acuosa,
el entorno se vuelve menos polar, se produce un cambio hacia menores longitudes de onda
(hacia el azul, blue shift) (Vladimirov y Burstein, 1960).

A8 y AI10 sin tratar presentaron Amax & 348,5 = 0,7 nm y 344,7 + 0,3 nm,
respectivamente (p<0,05, Figura 2). Estos resultados sugieren que los Trp de A10 podrian
encontrarse en ambientes mas hidrofobicos que los de A8. Los valores de la intensidad de
fluorescencia (IF) fueron 30183 + 716 y 29004 + 1978 IF/mg/mL para A8 y AlO,
respectivamente, sin diferencias significativas (p>0,05, Figura 2).

Los TT indujeron un desplazamiento hacia el rojo en la Aynax €n A8 (p<0,05, Figuras
2a y c). Por el contrario, los TT no causaron ningiin cambio significativo en la Amax
correspondiente a A10 (Figura 2b y d). Ma y Harwalkar (1988) informaron que el
tratamiento a 110 °C de la fraccion de globulina de avena indujo un desplazamiento de la
Amax hacia mayores longitudes de onda, a medida que aumentaba el tiempo del tratamiento,
atribuyendo a un mayor grado de desnaturalizacién proteica exponiendo los residuos de
Trp a un entorno mas polar. La IF de ambos aislados disminuyo significativamente después
de los TT (p<0,05), principalmente a 70 °C (Figura 2a y b). Por otro lado, los TAPH
indujeron en A8 un cambio hacia el azul en la Amax, principalmente cuando se aplico el
tratamiento a 400 MPa (Figura 2e). Lange et al. (1996b) plantea que el apilamiento de
residuos aromaticos es favorecido por las APH, lo que explicaria un cambio hacia un
entorno més hidrofobico. Contrariamente, Yin et al. (2008) informaron cambios en la Amax
hacia mayores longitudes de onda en aislados proteicos de frijol tratado a 600 MPa. De la
misma forma que los TT, los TAPH no produjeron cambios significativos (p>0,05) en la
Amax de A10, pero se observo una leve tendencia de un cambio hacia el rojo (Figura 2f).
Los valores de IF de ambos aislados sufrieron una disminucion significativa (p<0,05) s6lo
con los tratamientos a 400 y 600 MPa (Figura 2e y f), condiciones que habian provocado

un mayor grado de agregacion que el tratamiento a 200 MPa (Figura 1e).
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Figura 2: Espectros de fluorescencia intrinseca de A8 y A10 sin tratar o sometidos a TT o TAPH,
normalizados por la concentracion proteica. a) A8 tratado a 70 °C. b) A10 tratado a 70 °C. c) A8
tratado a 90 °C. d) A10 tratado a 90 °C. e) A8 tratado con APH. f) A10 tratado con APH.

Nuestros datos indican que A8 y A10 reaccionaron de forma diferente cuando
fueron sometidos a los mismos tratamientos. A8 fue mas propenso que A10 a cambios

conformacionales que afectaron el microambiente de los Trp. Posiblemente, la alta
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concentracion de OH™ durante la extraccion de proteinas haya modificado el
microambiente de los Trp en A10 dejandolos més enmascarados o protegidos por la matriz
proteica, cambiando asi su sensibilidad a tratamientos posteriores. A su vez, estos datos
indican que los TT y los TAPH provocaron la exposicion de Trp a diferentes entornos
acompafiado de una disminucién de la IF. Los agentes que interfieren en la emision de
fluorescencia en las proteinas son los residuos de lisina e histidina y los enlaces disulfuro
(Lakowicz, 1983; Permyakov, 1993). En nuestro caso, los enlaces disulfuro que
estabilizaron los agregados solubles descriptos en la Seccion 2.1. podrian ser responsables
de la disminucidn de la IF que se encontr6 en los espectros de fluorescencia de los aislados
tratados.

2.2.2. Efecto in situ de las APH

Para evaluar el efecto de las APH in situ, se determinaron los espectros de
absorcion en el UV y de emision de fluorescencia de dispersiones proteicas de Al0,
analizando los efectos producidos en las etapas de compresion y descompresion. Se eligié
trabajar con A10 dado que en la primera parte de esta Seccidn los cambios irreversibles
observados a causa de las APH fueron menos pronunciados que en A8.

El analisis de los espectros de absorcion en el UV se realizaron evaluando la cuarta
derivada de la absorbancia en funcion de la longitud de onda, que refleja los cambios de la
polaridad del entorno de los aminoécidos arométicos de una manera méas sensible,
asociando la sefial del pico méximo cercano a 283 nm a la tirosina (Tyr) y la del minimo
cercano a 290 nm al Trp, segun el método del cambio espectral (Lange et al., 1996a, Lange
et al., 1996b y Mombelli et al., 1997). Esta metodologia fue utilizada para el estudio de
cambios conformacionales causados por las APH en diferentes proteinas (Lange y Balny,
2002). Por otro lado, también se registro la absorbancia a 350 nm, ya que cambios en la
dispersion de la luz se asocian a cambios en la conformacion y tamafio de las particulas
proteicas (Deng et al., 1976).

Para caracterizar los espectros de fluorescencia se calculd el centro de masa
espectral (CSM). EI CSM refleja el cambio global del microambiente de los aminoacidos
aromaticos de las proteinas (Blayo et al., 2014).

En la cuarta derivada de los espectros de absorcion se observé un maximo a 284 nm
y un minimo a 296 nm. Durante la etapa de compresion (de 10 a 450 MPa) hubo

corrimientos del méaximo y del minimo hacia menores longitudes de onda (blue shift)
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(Figura 3a, flecha azul). La sefial de la Tyr disminuyd (Figura 4a) y la sefial del Trp
aumentd (Figura 4b) durante la etapa de compresion. Estos comportamientos indicarian
exposicion de los residuos aromaticos a ambientes mas polares (Lange et al., 1996b; Lange
y Balny, 2002). A su vez, la absorbancia a 350 nm de la dispersion de A10 disminuyo con
el aumento de la presion (Figura 4c) a causa del cambio conformacional de las proteinas
(las proteinas globulares desplegadas podrian dispersar menos la luz).

Durante la etapa de descompresion los corrimientos del maximo y del minimo de la
cuarta derivada de los espectros de UV fueron hacia mayores longitudes de onda (red shift)
(Figura 3b, flechas rojas) y la sefial correspondiente a Tyr aumentd y la correspondiente a
Trp disminuyé (Figura 4a y b respectivamente). En este caso, estos efectos estarian
indicando menor polaridad del microambiente de los aminoacidos aromaticos a causa de
enmascaramiento de los mismos por parte de la estructura proteica. La absorbancia a 350
nm no presentd cambios en la etapa de descompresion (Figura 4 c).

Al ocurrir comportamientos opuestos (blue shift y red shift) en la etapa de
compresion y descompresion, el efecto final del tratamiento con APH resulto en ausencia
de cambios significativos en la longitud de onda del maximo y del minimo, pero si hubo
disminucion de la sefial. Esto podria explicar los resultados obtenidos en la primera parte
de esta Seccion para A10, que no se debieron a falta de sensibilidad al tratamiento, sino a
la reversibilidad de parte de los efectos de las APH.

En los gréaficos de la Figura 4 se puede observar que a partir de los 300 MPa los
cambios ya no fueron significativos durante la compresion, y durante la etapa de
descompresion recién cuando el nivel de presion fue menor a 300 MPa los cambios en las

sefiales de los maximos (Figura 4a) y minimos (Figura 4b) se hicieron significativos.
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Figura 3: Cuarta derivada de los espectros de absorbancia en el UV de A10 sometidos a APH. a)
Etapa de compresion de 10 a 450 MPa y b) etapa de descompresion de 450 a 10 MPa. Las flechas
indican cambios de los maximos y minimos, hacia menores (flechas azules) o mayores (flechas
rojas) longitudes de onda.
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Figura 4: Cuarta derivada de los espectros de absorbancia en el UV de A10 sometido a APH a)
Pico méaximo a 284 nm (Tyr) b) Pico minimo a 296 nm (Trp). ¢) Abs a 350 nm en funcion de la
presion. Etapa de compresion (simbolos llenos) y etapa de descompresion (simbolos vacios).

En la Figura 5 se muestran los espectros de emision de fluorescencia de
dispersiones de A10 durante las etapas de compresion y descompresion, variando el nivel
de presion final alcanzado (200, 400 o 600 MPa), y en la Figura 6a el CSM de cada
espectro que representa el cambio global del microambiente de los aminoacidos
aromaticos. En la etapa de compresion se observo disminucion de la IF y aumento de la
Amax (red shift, Figura 5, flechas rojas), dando una disminucién del CSM (Figura 6a,
simbolos llenos), indicando aumento de la polaridad de los microambientes de los
aminoacidos aromaticos. Por otro lado, en la etapa de descompresion, la IF aumento, la
Amax disminuyd (blue shift, Figura 5, flechas azules) y el CSM aumenté (Figura 6a,
simbolos vacios), indicando microambientes menos polares de los aminoacidos
aromaticos. Estos resultados concuerdan con los efectos encontrados en los espectros de

absorcion del UV, donde en la etapa de compresion se produjo la exposicion de los
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aminoacidos aromaéticos y en la descompresién enmascaramiento de los mismos en la

matriz proteica.
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Figura 5: Espectros de emision de fluorescencia de A10 sometidos a APH durante la etapa de
compresion (a, c y e) y durante la etapa de descompresion (b, d, y f) variando la presién final (200,
400 o 600 MPa). Flechas rojas indican red shift, flechas azules indican blue shift.
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En la Figura 5 se observa que los cambios en IF debidos a la compresion (o
descompresion, en el sentido opuesto) de 10 a 100 MPa, de 100 a 200 MPa o de 200 a 300
MPa fueron de mayor magnitud que los siguientes cambios a presiones mayores (las
curvas correspondientes a 400, 500 y 600 MPa tuvieron muy poca diferencia en IF). El
estado final presentd una Amax Similar a la del estado inicial, coincidiendo con lo expuesto
en la Seccién 2.2.1., pero con esta metodologia se pudo demostrar que las APH produjeron
cambios conformacionales en A10 que perduraron mientras dur6 el tratamiento y fueron
reversibles incluso a la mayor presion ensayada (600 MPa).

En la Figura 6a se observa que a partir de 300 y hasta 600 MPa el CSM permanecio
constante en la etapa de compresion y descompresion. Sin embargo, durante la
descompresion, desde 300 MPa los valores del CSM fueron mayores que los de la curva de
compresion. Cuando la presion maxima fue 400 o 600 MPa el punto final tuvo un valor
mayor al del inicial, en cambio cuando la presion final fue 200 MPa la diferencia del CSM
final e inicial fue menor y con signo opuesto. Este efecto indicaria la dependencia con el
nivel de presion alcanzado durante el tratamiento. Calculando los CSM de los espectros de
emision de fluorescencia de muestras tratadas y liofilizadas presentados en la Seccion
2.2.1. (Figura 6b), se observan aumentos de CSM, como en los estados finales de las
dispersiones tratadas hasta 400 y 600 MPa en esta Seccién. EI aumento de CSM final
representa un blue shift de la Ama, indicando enmascaramiento de los aminoacidos
aromaticos en la matriz proteica a causa de la agregacion. Las diferencias en el aumento de
los CSM de ambas Secciones se podrian deber a la diferencia en concentracion proteica de
las dispersiones durante el TAPH.

Con esta metodologia se pudieron diferenciar los fendmenos que ocurren durante
las etapas de compresion y descompresion durante los TAPH, los resultados obtenidos
indicarian que durante el aumento de presion se produjo el desplegamiento de la estructura
proteica y durante la descompresion ocurriria la agregacién. Para las proteinas de caupi al
superar los 300 MPa se producirian los mayores (e irreversibles) cambios
conformacionales con posterior agregacion. El estudio de los cambios conformacionales in
situ causados por las APH también se realizé en gliadina de trigo (Lullien-Pellerin et al.,
2001), en este caso los cambios conformacionales fueron totalmente reversibles,
atribuyendo a la estructura elastica que presenta este tipo de proteinas. En los APC las
proteinas predominantes son las globulinas, presentando estructuras globulares sensibles a
la desnaturalizacion y agregacion a causa de las APH. Considerando que los APC

contienen un conjunto heterogéneo de proteinas los cambios reversibles que se detectaron
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con esta metodologia, no necesariamente estarian indicando que las proteinas vuelven a su

estado nativo.
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Figura 6: a) CSM obtenidos de los espectros de emision de fluorescencia de A10 sometidos a
APH, variando el nivel de presion final (200 (P> celeste), 400 (®azul) o 600 (mvioleta) MPa). Etapa
de compresién (simbolos llenos) y etapa de descompresion (simbolos vacios). b) CSM de muestras

de A10 sin tratar o sometidas a TAPH obtenidos de los espectros de fluorescencia presentados en
la Figura 2 representando los efectos irreversibles de los TAPH.
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2.3. Hidrofobicidad superficial

La hidrofobicidad superficial (Ho) de A10 duplicé la de A8 (Tabla 3). Esto podria
deberse a cambios irreversibles durante el proceso de extraccion de proteinas, que
condujeron a un desplegamiento parcial de los polipéptidos. Este resultado esta de acuerdo
con los de espectroscopia de fluorescencia, donde A10 presentd valores de Amax inferiores a
los de A8, indicando que los Trp de A10 estaban rodeados por un ambiente menos polar.

Los TT indujeron un aumento significativo (p<0,05) en los valores H, de ambos
aislados (Tabla 3). EI aumento maximo en H, se detectd en A10 (149%) y ocurrié después
de los TT a 70 °C (para esta temperatura A8 llegd a tener un aumento del 36%). Después
de los TT a 90 °C, el aumento maximo en H, fue de 74% para A10 y de 81% para A8. Con
los tiempos mas cortos de los TT, A8 presento los valores mas altos de H, (Tabla 3), lo que
sugiere que podrian ocurrir reordenamientos de la estructura a los mayores tiempos de TT
(principalmente a 70 °C). En el caso de A10, los valores més altos se obtuvieron a 70 °C,
lo que sugiere que el reordenamiento podria ocurrir al aumentar la temperatura del TT (a
90 °C). Tang et al. (2009) observaron que la H, de aislados proteicos de Phaseolus
aumentaba con tratamientos de 30 min a 95 °C, pero con tratamientos de 60 y 120 min a
esa temperatura, la H, comenzaba a disminuir, lo que atribuyeron a la exposicion de
aminoéacidos no polares seguida de un reordenamiento y agregacion de los polipéptidos.

En el caso de los TAPH, los aumentos maximos en la H, fueron 153 y 22% para A8
y A10, respectivamente. Para el aumento final de la H, a causa de las APH se debe
considerar que proviene del resultado de la etapa de desplegamiento de la estructura
proteica durante la compresion y la reestructuracion y agregacion durante la
descompresion (Seccion 2.2.2.). No se observé efecto significativo (p>0,05) del nivel de
presién (entre 200 y 600 MPa, Tabla 3). Yin et al. (2008) reportaron un aumento en la Hq
de un aislado de Phaseolus vulgaris sometido a APH, significativo para 600 MPa pero no
para 200 o 400 MPa.

Nuestros resultados muestran que los APC pueden tener valores de H, en un amplio
rango (de 1356 a 6764 IF/mg.mL™ de proteina) aplicando diferentes TT o TAPH. A8 y
A10 mostraron una sensibilidad diferente a los tratamientos: la H, de A8 aumentd mas con
los TAPH, mientras que la H, de A10 aumenté mas con los TT a 70 °C. Como la
composicion polipeptidica de A8 y A10 fue semejante (Seccidn 2.1.) esta diferencia se
deberia al estado inicial de las proteinas, A10 ya presentaba mayor H, a causa del proceso

de extraccion, por lo que el tratamiento mas leve (70 °C) permitio seguir exponiendo sitios
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hidrofébicos, en cambio con los otros tratamientos, el aumento de la exposicién fue
relativamente menor, tal vez por diferencias en el proceso de agregacion. En A8 los TAPH

lograron exponer la mayor cantidad de sitios hidrofobicos, igualando la H, entre A8 y A10.

Tabla 3: H, (IF/mg.mL™ de proteina) de A8 y A10 sin tratar o sometidas a TT (70 o 90
°C, a diferentes tiempos) o a TAPH (200, 400 o 600 MPa)

TT 70°C TT 90 °C TAPH

A8 1356 + 80f 1356 + 80f A8 1356 + 80c
5min 1843 +47d 2263 +40de 200 MPa 3401 +87a
10 min 1807 £41d 2450+ 14d 400 MPa 3439 * 202a
30 min 1548 + 67e 2160 +62¢ 600 MPa 3450 + 69a

Al10 2708+178c 2708 +17c Al0 2708 + 178b
5min 6140+183b 4250+48b 200 MPa 3172 + 38a
10 min 6745+ 166a 4380+49b 400 MPa 3472+ 33a
30 min 6764 +£150a 4715+49a 600 MPa 3297 + 196a

Promedio * error estandar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05).

2.4. Comportamiento térmico

Tanto A8 como A10 no tratados presentaron una endoterma con un pico principal,
ancho y asimétrico, correspondiente principalmente a las vicilinas (Horax et al., 2004a).
Las temperaturas de desnaturalizacion (Td) fueron 83,96 + 0,07 °C y 84,60 + 0,17 °C para
A8 y A10, respectivamente (p<0,05). Estas Td estan en el rango correspondiente a las
proteinas en los termogramas tipicos de harinas de caupi (Avanza et al., 2013) y en los
APC (Horax et al., 2004a). La mayor Td de A10 con respecto a la de A8 pudo deberse al
mayor contenido de sal, que se formo durante el proceso de extraccion, ya que se requirio
mas NaOH para alcanzar pH 10,0 y se necesitdé mas HCI para neutralizar los OH™ durante
la precipitacion de proteinas. La presencia de sales generalmente aumenta la estabilidad
térmica de las proteinas vegetales de almacenamiento (Arntfield et al., 1986; Afion et al.,

2011 y Mession et al., 2013). Ademas, las especies proteicas formadas cuando la
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extraccion se realiz6 a pH 10,0, podrian presentar mayor estabilidad a causa de cambios
conformacionales. Las entalpias de desnaturalizacion (AH) fueron de 10,49 + 0,60 y 10,29
+ 1,17 J/g de proteinas para A8 y Al0, respectivamente, sin diferencias significativas entre
ellas (p>0,05). Estos valores de AH son semejantes a los obtenidos por Horax et al.
(2004a), pero son mayores que los reportados por Mwasaru et al. (1999a) (5,01 J/g)
después de un procedimiento de extraccion llevado a cabo a pH de 8,5. La
desnaturalizacion informada por Mwasaru et al. (1999a) podria ser debida a la agitacion
enérgica (8500 rpm), que se llevo a cabo durante el proceso de extraccion y/o a la etapa de
secado a 50 °C durante 48 h. Ademas, Mwasaru et al. (1999a) informaron una disminucién
del AH con el aumento del pH de extraccion. Sin embargo, en esta Seccion no se
observaron diferencias significativas en AH entre A8 y A10 no tratados, a pesar de las
diferencias que se observaron en fluorescencia intrinseca, H, y Td. Dado que AH surge del
balance entre reacciones endotérmicas (tales como disociacién de enlaces puente de
hidrégeno) y reacciones exotérmicas (como la disociacion de interacciones hidrofobicas y
agregacion de proteinas) (Privalov, 1979), los valores de AH similares pueden
corresponder a diferentes especies proteicas que provienen de los cambios estructurales de
los componentes de los APC.

Después de los TT, se encontrd una disminucion significativa (p<0,05), en los AH
de ambos aislados, lo que indica desnaturalizacién de las proteinas, concordando con los
cambios detectados en H, y espectros de fluorescencia. Los comportamientos de ambos
APC en términos de grado de desnaturalizacion (GD) después de los tratamientos fueron
similares, sin diferencias significativas entre A8 y A10, excepto para los TT a 90 °C donde
A8 alcanz6 un GD mayor que A10 (Tabla 4). A 70 °C, el tiempo de tratamiento influyé en
el GD: para 5 y 30 min los GD de ambos APC fueron de 44 y 75% (p<0,05),
respectivamente. A 90 °C, el GD fue del 78% (promedio de ambos aislados y ambos
tiempos) y no se detectd efecto del tiempo de tratamiento (Tabla 4). Avanza y Afién (2007)
informaron para aislado proteico de amaranto un GD de 30% cuando se calentd a 70 °C y
55-75% cuando se calenté a 90 °C, rangos semejantes a los encontrados en nuestro caso

para los APC.
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A8 Al10
TT70°C 5 min 40,8 £ 4,4b 46,3 +5,3b
30 min 75,1+ 49a 74,7 +4.3a
TT90°C  5min 76,8 £ 8,6a 79,4 £ 3,0a
30 min 853+ 1]1a 719+ 4 4a
TAPH 200 MPa 43,7 £7,5b 38,8 +4,2b
400 MPa 70,3+ 4,7a 58,8 + 8,1ab
600 MPa 69,9+ 1,3a 64,6 + 4,6ab

Promedio + error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Después de los TAPH, el GD dependio del nivel de presion aplicado: a 200 MPa se
alcanzd un GD de 41% (promedio de ambos APC), mientras que a 400 y 600 MPa se
alcanz6 un GD de 66% (promedios tanto de los dos aislados como de los dos niveles de
presion, Tabla 4). La desnaturalizacion inducida por APH indicaria que el volumen
ocupado por una dispersion acuosa de proteinas nativas es mayor que el de una dispersion
que contiene proteinas desplegadas. El desplegamiento inducido por APH permite que las
moléculas de agua se unan a los residuos de aminoacidos expuestos en la superficie, 0 que
ocupen cavidades, aumentando la hidratacion de las proteinas (Mozhaev et al., 1996).
Condés et al. (2012) informaron GD de 75 y 95% a 200 y 600 MPa, respectivamente para
aislado proteico de amaranto y Speroni et al. (2010a) del 28, 80 y 84% a 200, 400 y 600
MPa, respectivamente, para aislados proteicos de soja. Estos datos indican que la
sensibilidad de los APC al TAPH es menor que la de las proteinas de amaranto y similar a
la de las de soja.

3. Efecto de TT y TAPH sobre propiedades funcionales

3.1. Solubilidad proteica

A8 y Al0 exhibieron alta solubilidad proteica (S,) en agua, 91,5 £ 3,4y 93,6

3,6%, respectivamente (Tabla 5). Estos valores pertenecen al rango informado por Rangel
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et al. (2003) para vicilinas purificadas de arveja y caupi y para APC, trabajando a una
concentracion de proteina mas baja (0,5 mg/mL) que la de nuestro trabajo (1,0 mg/mL).

La S, de A8 después del TT a 70 °C disminuy6 a medida que aumentd el tiempo de
TT. El valor mas bajo de S, se encontro después de un tratamiento durante 30 min (72%).
En contraste, para el TT a 90 °C no se detectaron cambios en S,, excepto para el tiempo
mas largo, donde se observo una ligera disminucion (S, = 85%; p<0,05, Tabla 5). La
disminucion en S, debido a TT pudo deberse a la formacion de agregados insolubles,
principalmente a 70 °C. A 90 °C, se produciria principalmente la formacion de agregados
solubles, de acuerdo con los patrones electroforéticos obtenidos en la Seccion 2.1. (Figura
1c). La S, del aislado proteico de Phaseolus vulgaris aumenté después de 30 min y
disminuyd después de 120 min cuando las muestras fueron tratadas a 95 °C, sugiriendo un
comportamiento de agregacion en dos pasos: agregados que en primer término eran
solubles y luego insolubles (Tang et al., 2009).

En el caso de A10, no se encontraron cambios significativos en la S, a los distintos
tiempos y temperaturas de TT (Tabla 5). EI comportamiento diferente de A8 y A10 frente a
los TT refuerza la idea surgida del andlisis de fluorescencia intrinseca y Ho, que indicé la
existencia de diferencias en la estructura molecular inicial de A8 y A10.

Después de los TAPH, tanto en A8 como en Al10 la S, disminuyo
significativamente (p<0,05) cuando el tratamiento fue a 200 y 400 MPa, mientras que a
600 MPa la S, fue similar a la de los no tratados (Tabla 5). Para otros aislados proteicos se
encontré aumento de la S, con tratamientos de APH a 400 MPa, en Phaseolus (Yin et al.,
2008) y en aislado de soja después de 600 MPa, a pH entre 6,4 y 8,0 (Manassero et al.,
2015). Chapleau y de Lamballerie (2003) trabajaron con proteinas de Lupinus albus,
encontrando una S, del 80% en muestras tratadas a 600 MPa. En conjunto, estos datos
sugieren que los TAPH intensos conducen a la solubilizacién o mantienen la S, de las
proteinas de almacenamiento de varias fuentes vegetales. A pesar de los cambios en la S,
de los APC a causa de los TT y TAPH, A8 y A10 exhibieron valores mas altos en
comparacion con otros aislados proteicos tratados térmicamente, como los de amaranto y

soja (Avanza y Afion, 2007; Petruccelli y Afion, 1994).
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Tabla 5: S, (%) y WHC (g agua/g muestra) de A8 y Al0 sin tratar o sometidosa TT (70 0
90 °C, durante diferentes tiempos) o a TAPH (5 min a diferentes niveles de presion).

TT70°C TT90°C TAPH
So WHC So WHC So WHC
A8  915+34a 105+006b 914+33a 1,05+0,06b A8 914+33a  1,05+0,06b

5min 839+13b 1,06+0,04b 898+15a 1,22+0,04a 200 MPa 849+1,7c 1,43 +0,05a
10 min 77,1+0,6c 1,12+0,01b 896+15a 1,21+0,03a 400 MPa 86,9+1,1bc 1,14 +0,03b

30min  722+27d 1,45+0,05a 84,7+16b  1,10+0,04b 600 MPa 90,6 +1,0ab 0,87 +0,06¢c

A10 936+36a 0,95%0,01b 936+36a 0,95*0,01c A10 93,6 + 3,6a 0,95 +0,01d
5min 90,6 +35a 1,34+0,04b 933+24a 1,09 +0,07b 200 MPa 875+2,4bc 1,19 +0,05c
10 min 88,2 + 3,6a 1,36 +0,08b 93,8+23a 1,10+0,02b 400 MPa 86,4 +2,4c 1,48 +0,06b

30 min 914+42a 155%+0,07a 96,5+09a 1,49+0,07a 600 MPa 92,1+15ab 1,66*0,01a

Promedio + error estindar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05).

3.2. Capacidad de retencion de agua

Los valores de la capacidad de retencion de agua (WHC) de A8 y A10 no tratados
fueron 1,05 + 0,06 y 0,95 £ 0,01 g de agua / g de APC respectivamente; sin diferencias
significativas (p>0,05, Tabla 5). Estos valores fueron inferiores a los reportados para APC
por otros autores (Ragab et al., 2004; Khalid et al., 2012). Las diferencias pudieron
deberse a la alta solubilidad de A8 y A10 y/o a diferencias en los procesos para obtener los
aislados en cada trabajo.

Los TT a ambas temperaturas aumentaron la WHC de ambos aislados y los valores
mas altos se encontraron luego de los 30 min de TT, excepto para A8 luego del TT a 90
°C. En el caso de A8 despues del tratamiento a 70 °C, el aumento de WHC parecio
correlacionarse con la disminucion de S, (Tabla 5) y con el aumento del GD (Tabla 4), ya
que estas tres propiedades variaron en funcién del tiempo de TT. El efecto de las APH
sobre la WHC de A8 fue un aumento con 200 MPa, pero una disminuciéon con 600 MPa
(Tabla 5). La disminucién de WHC de A8 después de 600 MPa pudo deberse a una
importante modificacion estructural, reflejada por los cambios en la superficie de las

proteinas, como una alta H, (Tabla 3) y residuos de Trp expuestos a un ambiente mas
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hidréfobo (Figura 2e), acompafiado de un GD del 70% (Tabla 4). Por otro lado, las APH
produjeron un importante aumento en WHC en A10 que fue proporcional al nivel de
presion aplicado. Petruccelli y Afion (1994) obtuvieron un mayor incremento en WHC
cuando los aislados de proteina de soja fueron sometidos a TT a mayor concentracion
proteica, teniendo asi un mayor grado de agregacion y una menor solubilidad. En nuestro
caso, excepto A8 tratado a 70 °C, se obtuvieron APC con elevada S, y aumento de la WHC
a causa de los tratamientos. EI mismo comportamiento fue reportado por Bernardino-

Nicanor et al. (2005) para las glutelinas de semilla de guayaba.

3.3. Viscosidad aparente

Las dispersiones al 10% p/v de A8 y Al10 no tratadas presentaron valores de
viscosidad aparente (n*) similares (5,75 + 0,03 y 5,97 &= 0,35 cP, respectivamente (p>0,05)
Figura 7). Después de los TT en A8 hubo una tendencia al aumento en la n*, que en el caso
de 70 °C pudo estar relacionada con la disminucion de S,, formando un sistema mas
particulado. Ademas, el aumento de la n* pudo deberse al aumento del tamafio molecular
dado por los agregados solubles inducidos por los TT y detectados por SDS-PAGE (Figura
1). Ragab et al. (2004) informaron que el calentamiento de un APC a 70 °C durante 15
minutos resultd en un marcado aumento de la viscosidad utilizando una mayor
concentracion (20% p/v). Por otro lado, los TAPH disminuyeron de forma significativa la
n* de A8 y A10 (Figura 7, p<0,05). Esta disminucion en la n* pudo ser causada por
modificaciones irreversibles en la estructura proteica (desplegamiento), pero también
podria deberse a la disociacién durante la determinacion de la viscosidad de los agregados
que se estabilizaban mediante interacciones débiles (Condés et al., 2012).

El comportamiento diferente de la m* después de TT y TAPH podria estar
relacionado con diferentes patrones de agregacion (mayor cantidad de especies de mayor
peso molecular en las muestras sometidas a TT que en las sometidas a TAPH) como se
observo en SDS-PAGE (Figura 1). Por otro lado, la baja concentracion de proteinas (1%
p/p) empleada durante los TT y TAPH podria ser la causa de que los cambios observados
en esta propiedad funcional hayan tenido baja magnitud. Condés et al. (2012) propusieron
que la concentracion de proteinas modulaba los efectos de las APH y tampoco encontraron
diferencias significativas entre los valores de n* de proteinas de amaranto no tratadas y
tratadas con APH al 1% (p/p).
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Figura 7: Viscosidad aparente (n*) de dispersiones proteicas (1% p/v) de A8 (m) y A10 (m), sin
tratar o sometidos a TT (70 0 90 °C, durante diferentes tiempos) o a TAPH (5 min a diferentes
niveles de presién). Promedio + error estandar.

3.4. Minima concentracién de gelificacion

La minima concentracion de gelificacion (LGC) se determiné con un método
sencillo, que no requirid equipamiento especifico, en el cual por inspeccién visual luego de
invertir el tubo se determind la minima concentracién a la cual la dispersién proteica no
resbalaba por la pared de un tubo luego de un determinado tratamiento térmico para lograr
la gelificacién (método de Coffman y Garcia, 1977). Cuanto menor es la LGC, mejor es la
capacidad gelificante de las proteinas. A8 y A10 no tratados mostraron una buena
capacidad de gelificacion, presentando una LGC del 12% p/p (Tabla 6), como fue
reportado por Horax et al. (2004b) y Khalid et al. (2012), en condiciones de gelificacion
semejantes. La LGC de los APC fue menor que la reportada para aislado proteico de frijol
pinto (16% p/p, Tan et al., 2014) y aislado proteico de garbanzo (14 - 18% p/p, Kaur y
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Singh, 2007), lo que sugiere que los APC tienen mejor capacidad de gelificacion que los
aislados proteicos de dichas legumbres.

Tabla 6: LGC de A8 y A10 sin tratar o sometidos a TT (70 o 90 °C, durante diferentes
tiempos) o a TAPH (5 min a diferentes niveles de presion).

TTa70°C TTa90°C TAPH
%) A8 5min 10min 30min  5min 10 min 30 min 200 MPa 400 MPa 600 MPa
6 - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - * -
10 + + + + - - - + + +
12+ + + + - - - ++ ++ +
14 ++ ++ ++ ++ + + + ++ ++ ++
16 ++ ++ + + + + + + + + + + ++ + ++ + ++ +
Al0
6 - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - -
10 =+ o+ + + - - : + + +
12+ + + + - - - ++ ++ +
14 ++ ++ ++ ++ ++ o+ + ++ ++ ++ ++
16 ++ +++ +++ +++ ++  ++ ++ +++ +++ ++ 4+

(—) dispersion proteica liquida, (&) dispersion proteica viscosa, (+) gel débil, (++) gel auto-portante
y (+ + +) gel muy firme.

Para las muestras de A8 tratadas a 70 °C (10 o 30 min) la LGC disminuyo a 10%
p/p. La firmeza de los geles, evaluada visualmente, de A10 al 16% p/p mejord con el pre-
tratamiento a 70 °C (Tabla 6). Este aumento en la firmeza pudo deberse a una alta
contribucion de interacciones hidrofébicas en el gel, ya que la Ho, de A10 aumento en gran
medida después del tratamiento a 70 °C (Tabla 3). Por otro lado, los TT a 90 °C tuvieron
un efecto negativo sobre la capacidad de gelificacion, la LGC de A8 y A10 aument6 a 14%
p/p (Tabla 6). El efecto negativo del pre-calentamiento a 90 °C en la capacidad de

gelificacion también se pudo ver en el trabajo de Ragab et al. (2004), en que se informd
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que el APC no gelifico sin el agregado de NaCl (en el rango de concentraciones entre 6 y
20% p/p). La causa de la baja capacidad para gelificar de ese aislado podria deberse a que
el proceso de su obtencion involucrd un calentamiento a 90 °C durante 10 min. La
diferencia en los efectos de ambos TT (70 y 90 °C) podria deberse a diferencias en la
estructura de los agregados formados en cada uno de ellos; los agregados formados a 90 °C
tendrian una baja capacidad de reacomodarse y formar la red de proteinas. Los mejores
resultados se obtuvieron con aislados tratados a 200 y 400 MPa. La LGC disminuyo al
10% p/p y la firmeza aumentd para A8 y Al0. Este efecto es opuesto al reportado por
Speroni et al. (2010), donde el pre-tratamiento con APH no mejord la gelificacion térmica
de proteinas de soja, lo que indica un efecto diferente de las APH segln la fuente de

proteina.

4. Conclusiones parciales

Las proteinas de caupi fueron sensibles a las distintas condiciones a las que
estuvieron expuestas, desde la preparacion de los APC hasta los tratamientos
desnaturalizantes (TT o TAPH), que en sus menores niveles de intensidad produjeron
modificaciones estructurales y en sus propiedades funcionales.

El proceso de obtencion de los APC generd especies moleculares que no estaban
presentes en las harinas. La variacion del pH de extraccion de proteinas provoco
diferencias en los aislados obtenidos. Las propiedades fisicoquimicas (Amax, Ho Y Td) de
A10 fueron distintas a las de A8. La composiciéon polipeptidica fue similar en ambos
aislados, segun lo evaluado por SDS-PAGE, por lo tanto estos resultados indican que las
diferencias observadas se debieron a cambios en la estructura proteica causados por la
exposicion a pH 10,0 por 60 min durante el proceso de obtencion del aislado A10. El
aumento del pH de extraccion proteica resultd una estrategia economica y simple de
modificar significativamente los APC.

Los resultados presentados demuestran que los TT y los TAPH indujeron cambios
en las propiedades fisicoquimicas y funcionales que fueron mas drasticas en A8 que en
Al10. Esta diferencia de sensibilidad seria atribuible al hecho de que la estructura o
conformacién de las proteinas de A10 ya habian sido modificadas por el alto pH de
extraccion.

Ambos TT y TAPH indujeron la formacion de agregados solubles estabilizados en

parte por puentes disulfuro, aunque con distinta composicion para cada tipo de tratamiento.
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La solubilidad en agua de los APC tanto antes como después de los tratamientos fue alta
(el menor valor fue 72% y se obtuvieron aislados bajo muchas condiciones con solubilidad
mayor a 90%) lo que representa una caracteristica destacable para proteinas vegetales de
reserva.

Aunque ambos tratamientos lograron modificar las propiedades fisicoquimicas y
funcionales de las proteinas, la estructura inicial que presentaron influyé en la sensibilidad
a cada tratamiento y por lo tanto la intensidad de los cambios. Diferencias notables entre
A8 y A10 en los comportamientos después de los tratamientos se encontraron para la S,
Ho, la fluorescencia intrinseca y la WHC. Los tratamientos con APH fueron mas eficientes

que los TT para mejorar ciertas propiedades funcionales, como la LGC y la WHC.
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1. Caracterizacion del proceso térmico de gelificacion de los APC

1.1. Condiciones criticas de gelificacion

Las definiciones de las condiciones criticas de gelificacion son operativas y se
establecen tanto en funcién de las tecnologias disponibles (reologia de pequefia
deformacion, perfil de textura, inversion de tubo e inspeccion visual) como en funcién de
caracteristicas de las muestras (por ejemplo, en ciertos sistemas los valores de G” son
mayores que los de G antes de la gelificacion). De esta manera, algunos autores
consideran que una muestra comienza a ser un gel cuando G” es igual a G™*, mientras que
otros consideran al sistema como gel cuando G” es n veces mayor que G™". Otros autores,
como Renkema et al. (2001), definen el comienzo de la gelificacion en funcion de la
velocidad de crecimiento de los médulos en funcion de la temperatura, por ejemplo cuando
G” crece mas rapido que 0,5 Pa/°C. En el presente trabajo se definieron dos parametros, el
Punto de Entrecruzamiento, enfocado en el momento en que comenzara la formacion de la
matriz gelificada (Pec, G" = G”") y el Punto donde tan & se hiciera menor a 0,3, méas
enfocado en haber alcanzado un cierto grado de viscoelasticidad (Py3, G =0,3 x G"). De
estos pardmetros, el Py 3 se pudo aplicar a la mayoria de las muestras y se emple6 para
determinar las condiciones criticas de gelificacion. Por su parte, el Pec se empled para
completar la caracterizacion de las dispersiones y comparar sus comportamientos. La
concentracion critica de gelificacion (CC) se defini6 como la minima concentracion
ensayada a la cual G” superara a G™" y la tan & fuera menor a 0,3, esta condicion fue
evaluada tanto al finalizar el plateau, como al finalizar la etapa de enfriamiento. La
temperatura critica de gelificacion (TC) fue definida como la temperatura minima
ensayada a la cual, al finalizar el plateau o al finalizar el enfriamiento, se obtuvieran

dispersiones proteicas con G” mayor a G™” y tan 6 menor a 0,3.

1.1.1. Concentracién Critica

Los geles analizados en esta seccion se obtuvieron con un ciclo térmico que contd
con las siguientes etapas: calentamiento desde 20 a 90 °C a una velocidad de 20 °C/min;
plateau a 90 °C durante 20 min, y finalmente una etapa de enfriamiento desde 90 a 20 °C a
una velocidad de 20 °C/min. Se evalué el efecto de la concentracion proteica sobre las

propiedades reoldgicas de las dispersiones.
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Los valores de CC encontrados fueron 9,0% p/p para A8 y 7,5% p/p para Al0, en
ambos momentos del ciclo térmico (Figura 1 y valores de tan & (indicados con “*” en la
Tabla 3), mas adelante en la Seccién 1.2.1.). Estos resultados indican que en términos de
CC, los polipéptidos de A10 presentaron mayor capacidad de interactuar entre si tanto
durante el calentamiento (90 °C, condicion en que se favorecen interacciones hidrofobicas)
como luego del ciclo completo (20 °C, condicién en que se suman otras interacciones
como puentes de hidrogeno). Esta diferencia pudo deberse a los cambios conformacionales
ocurridos durante la extraccion proteica al mayor pH, que se discutieron en el Capitulo |.
Por otra parte, ademas de las caracteristicas propias de las proteinas, las dispersiones de
A10 tuvieron un mayor contenido de NaCl (debido a la mayor cantidad de NaOH y HCI
empleada para extraer y precipitar las proteinas durante la preparacion del aislado). La
osmolaridad y contenido de sodio de dispersiones al 10,5 % p/p de proteina de A10 fueron
significativamente (p<0,05) mayores a las de A8 (125,61 + 0,48 mOsy 60 mM y 111,86 +
0,51 mOs y 52 mM respectivamente). La mayor concentracién de NaCl probablemente
permitio disminuir la repulsion electrostatica entre polipéptidos y favorecer también la

gelificacion a menor concentracién proteica en A10 (Renard y Lefebvre, 1992).
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Figura 1: Modulos G" y G™” (a 1 Hz) en funcién de la concentracion proteica de dispersiones de
A8 y A10. Ciclos térmicos en redmetro con velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20
°C/min. a) al finalizar el plateau de 20 min a 90 °C. b) al finalizar la etapa de enfriamiento hasta 20
°C. (*: CC).

Si bien las condiciones de gelificacion como fuerza ionica, temperatura maxima y
velocidades de calentamiento y enfriamiento son factores importantes que modifican la

CC, las proteinas de origen animal, como las miofibrilares o la gelatina, presentan en la
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mayoria de las condiciones CC menores a las de las proteinas vegetales. Para proteinas
vegetales, en condiciones semejantes a las del presente trabajo en cuanto a pH (7,0) y sin
incorporacion de sales, se han informado valores de CC entre 6,5 y 8,0% para aislado
proteico de soja (Hermansson, 1978; Renkema y van Vliet, 2004) y 7,0% para aislado
proteico de amaranto (Avanza et al., 2005a). Es decir, los APC tienen una capacidad de
formar geles semejantes a otras proteinas vegetales de almacenamiento.

En la Seccién 3.4. del Capitulo I la LGC de A8 y A10 fue para ambos 12% p/v, la
diferencia con la CC determinada en esta Seccion se deberia a factores como temperatura,
tiempo, y velocidades de calentamiento y enfriamiento empleados en el TT para lograr la
gelificacion, y metodologia para determinar la LGC (visualmente por inversion de tubo).

Todas estas condiciones influyen en el proceso de gelificacion térmica de las proteinas.

1.1.2. Temperatura critica o tiempo critico

Los geles analizados en esta seccion se obtuvieron a partir de dispersiones proteicas
de APC al 10,5% p/p de proteina, concentracion superior a la CC de ambos aislados. Las
dispersiones se sometieron a un ciclo térmico que cont6 con las siguientes etapas:
calentamiento desde 20 °C a la temperatura maxima variable, a una velocidad de 20
°C/min; plateau durante 20 min a dicha temperatura maxima, y finalmente una etapa de
enfriamiento, desde la temperatura maxima hasta 20 °C, a una velocidad de 20 °C/min.

En los casos en que se formaron geles, la gelificacion comenz6 durante el plateau,
se determind la TC y el Pec a cada temperatura de plateau. La TC fue de 70 °C para A10 y
80 °C para A8 cuando se evaluo al finalizar el plateau (Figura 2a) y de 70 °C para ambos
aislados al finalizar el enfriamiento (Figura 2b). A mayor temperatura de plateau, menor
fue el tiempo necesario para alcanzar el Pgc (con la excepcién de no encontrarse
diferencias significativas (p>0,05) entre 90 y 95 °C, Tabla 1). Horax et al. (2004b)
informaron que se requieren 40 min a 70 °C 0 20 min a 80 °C para formar geles firmes de
APC al 12%. El Pgc, a todas las temperaturas ensayadas, ocurrié a menores tiempos para
Al10 (Tabla 1), indicando que los polipéptidos de A10 interactuaron entre si mas
rapidamente que los de A8. La diferencia entre los Pec de A10 y A8 fue maxima (7,1 min)
a 70 °C, condicion externa menos propicia a la gelificacion (porque no se alcanzaria un
grado completo de desnaturalizacién, en la Seccion 2.4. del Capitulo I se informé un GD
del 44y 75% para 5 y 30 min a 70 °C, respectivamente). Esto indica que el estado inicial

de A10 fue méas adecuado para establecer interacciones como las hidrofobicas. A mayores
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temperaturas, el mayor GD probablemente enmascar6 las diferencias conformacionales
iniciales y disminuyd la diferencia de tiempo de inicio de gelificacion entre A8 y A10. Le
Bon et al. (1999) sostienen que la temperatura minima de gelificacion no existe, sino que
el pardmetro que rige es la energia de activacion, poniendo de manifiesto el caracter
cinético de la formacion de geles. En nuestro caso, el Pec y la TC se definieron como
pardmetros operativos y estuvieron condicionados por la concentracion proteica y la
historia térmica (velocidades de calentamiento y enfriamiento, duracion del plateau) que se

aplicaron en los ensayos.
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Figura 2: Médulos G" y G (a 1 Hz) en funcién de la temperatura de plateau de dispersiones al
10,5% p/p de proteina de A8 y A10. Ciclos térmicos en reémetro con velocidad de calentamiento y
enfriamiento de 20 °C/min, a) al finalizar el plateau de 20 min a temperatura variable b) al finalizar
la etapa de enfriamiento hasta 20 °C. (*: TC).

Cuanto mayor fue la temperatura de plateau menor fue el tiempo necesario para
alcanzar un cierto grado de viscoelasticidad (Py 3, Tabla 1). Las diferencias entre A8 y A10
fueron méas marcadas en el ciclo con plateau a 70 °C, el Py 3 de A8 ocurrio durante la etapa
de enfriamiento (41,8 + 9,8 °C) mientras que el de A10 a los 13,4 + 0,73 min del plateau.
Esto indicaria que A8 necesitd nuevas interacciones favorecidas en la etapa de
enfriamiento (tipo puente de hidrogeno) para llegar al mismo grado de viscoelasticidad al

que llegd A10 en la etapa de calentamiento (Tabla 1).
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Tabla 1: Pec y Py 3 de A8 y Al0 a diferentes temperaturas de plateau.

Temperatura de

plateau (°C) Pec (min) Pro,s (Min)

A8 50 00 o0

60 o0 00

70 13,53 £ 0,36a 41,8+98°C*

80 5,69 +0,92b 13,48 +1,43a

90 3,27 £ 0,92c 10,15+ 0,9b

95 2,37 £0,81cd 7,43 £0,2c
Al10 50 o0 00

60 00 o0

70 6,41 = 0,00b 13,4 +0,73a

80 1,76 £0,01cd 4,69 + 0,19cd

90 1,26 £0,11c 3,74 + 0,44d

95 1,15+ 0,20c 4,29 +0,29d

Dispersiones proteicas al 10,5% p/p. Ciclos térmicos en redmetro con velocidad de calentamiento y
enfriamiento de 20 °C/min, con plateau de 20 min a temperatura variable. Promedio * error
estandar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). (*:
temperatura durante la etapa de enfriamiento; oo: no se alcanzaron el Pec ni el Py 3 a ningln tiempo
del ensayo).

1.1.3. Relacion con propiedades térmicas

Se realizaron ciclos térmicos en el reébmetro con dos temperaturas de plateau, 70 o
90 °C, con velocidades de calentamiento y enfriamiento de 1 °C/min (menores que en las
Secciones anteriores). Esta velocidad de calentamiento se aplico también para estudiar las
propiedades térmicas de las proteinas de APC por DSC.

Al determinar el Pgc se encontrd que en ambos aislados, el entrecruzamiento
ocurrio antes que cuando el calentamiento se realiz6 a 20 °C/min. Este efecto se observé
tanto para A8 (menor tiempo en el plateau a 70 °C o menor temperatura cuando el

calentamiento se realiz6 hasta 90 °C) como para A10, cuyo Pgc ocurrié a una temperatura
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menor a 70 °C (Tabla 2). Arntfield y Murray (1992) para ovoalbimina y vicilina de habas
y Renkema y van Vliet (2002) para proteinas de soja encontraron que a menor velocidad
de calentamiento, la gelificacion se iniciaba a menor temperatura a causa de que la
desnaturalizacion ocurria a una menor temperatura. Si la velocidad de calentamiento es
baja, la desnaturalizacion ocurre a menor temperatura que cuando se calienta a mayor
velocidad, este fendmeno pone de manifiesto el control cinético de la desnaturalizacién
proteica (Donovan y Beardslee, 1975; Grasso et al., 1995). Por otra parte, la formacién de
interacciones entre los polipéptidos también tiene un control cinético (Le Bon et al., 1999),
por lo que la menor velocidad de calentamiento permitié que la matriz tridimensional
comenzara a formarse antes que cuando el ciclo se realizé a mayor velocidad ya que los
polipéptidos tuvieron mas tiempo para interactuar a cada temperatura. Este fendmeno
también se reflejo al evaluar el Py 3, ya que a menor velocidad de calentamiento se llego
antes a una matriz con cierto grado de viscoelasticidad.

Analizamos el proceso de gelificacion en relacion al proceso de desnaturalizacion,
realizando la calorimetria en las mismas condiciones de concentracion proteica y velocidad
de calentamiento (Figura 3). Los termogramas mostraron un pico ancho y asimétrico
similar al registrado en la Seccion 2.4. del Capitulo I. Sin embargo, se observé que la Td y
el AH de A8 y A10 fueron menores al trabajar a menor concentracion proteica y menor
velocidad de calentamiento (en el Capitulo | se trabajé a 15% y 5 °C/min, mientras que en
este Capitulo a 10,5% p/p y 1 °C/min). La sensibilidad de las propiedades térmicas a la
concentracion proteica y a la velocidad de calentamiento fue encontrada para otras
proteinas como superdxido dismutasa bovina (Grasso et al., 1995), proteinas de mani
(Kurganov et al., 2000) y glucégeno fosforilasa de conejo (Colombo et al., 2010). La
dependencia entre la concentracion y el AH indicaria que la desnaturalizacion implica un
primer paso de disociacion de polipéptidos. En los APC corresponderia a la disociacion de
agregados estabilizados por interacciones entalpicas como puente de hidrégeno y/o
interacciones ionicas que se formaron entre las proteinas sin tratar. En los termogramas de
esta Seccion se encontrd también que A10 tuvo una mayor Td que A8 (p<0,05),
probablemente debida al mayor contenido de NaCl, como se discutié en el Capitulo I. El
AH de desnaturalizacion detectado para A10 fue menor que el observado para A8 (p<0,05),
debido a que el pH alto durante la extraccion proteica habria generado un cierto nivel de
desplegamiento (Tabla 2). Este cambio estructural se habia evidenciado en la Seccién 2.3.

del Capitulo I como diferencias en hidrofobicidad, y en la Seccién 2.2. como diferencias en
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la fluorescencia intrinseca (Amax). Cabe mencionar que esta diferencia en los valores de AH

no se habia detectado de manera significativa en los datos presentados en el Capitulo I.

Probablemente la mayor sensibilidad del calorimetro utilizado en este Capitulo permitio

detectar la diferencia en AH.

Tabla 2: Propiedades térmicas y puntos criticos de la gelificacion de A8 y A10.

AH (J/g) Td (°C) Tonset (°C) Toffset (°C)
A8 6,81 + 0,08a 78,24 £ 0,12b 66,83 + 0,09b 82,88 £ 0,04b
A10 6,22 +0,07b 79,69 + 0,07a 71,19 £ 0,22a 84,02 + 0,072
Pec-70 °C Pi3-70 °C Pec-90 °C Pi3-90 °C
A8 8,46 + 0,21 min* 18,80 + 0,40 min* 73,85 + 2,85a (°C) 80,70 + 1,50a (°C)
Al10 66,90 + 0,40 °C 3,13+0,92 min* 67,60 £ 0,40b (°C) 73,80 = 0,50b (°C)

Dispersiones proteicas al 10,5% p/p. Calorimetria y ciclos térmicos en reémetro (con plateau de 20
min a 70 0 90 °C) a 1 °C/min. Promedio % error estandar. Letras distintas en una misma columna
indican diferencias significativas (p<0,05). (*: tiempo durante el plateau a 70°C).
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Figura 3: Propiedades térmicas y puntos criticos de la gelificacion de dispersiones proteicas al
10,5% p/p de A8 y A10. Velocidad de calentamiento en calorimetro y en reémetro de 1 °C/min.
Flujo calérico endotérmico hacia abajo.
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Tanto en A8 como en A10 el Pgc se verificd a menor temperatura que la Td (Figura
3). Para A10 el Pgc fue a 66,90 £ 0,40 °C en el ciclo hasta 70 °C y 67,60 = 0,40 °C en el
ciclo hasta 90 °C (sin diferencias significativas entre ellos, p>0,05), mientras que su Td fue
79,69 = 0,07 °C. Por su parte, para A8 el Pgc ocurrio a los 8,46 + 0,21 min del plateau a 70
°C (cuando el calentamiento llegé a esa temperatura) o a 73,85 + 2,85 °C (cuando el
calentamiento se extendi6 hasta 90 °C), y su Td fue de 78,24 + 0,12 °C (Tabla 2).

Otros autores informaron para, otras proteinas, diferencias con respecto a este
comportamiento, con temperaturas de gelificacion mayores a las Td. Arntfield et al. (1989)
informaron para ovoalbimina 84 y 95 °C y para vicilina 79 y 95 °C, Td y temperatura de
gelificacion, respectivamente. Speroni et al. (2010b) encontraron para aislado proteico de
soja que el Pgc se verificaba cuando una de las globulinas que componen el aislado (B-
conglicinina) se encontraba completamente desnaturalizada y la otra (glicinina) con un
grado considerable de desnaturalizacion. Es notable que en A10 el Pgc ocurriera a menor
temperatura que la Tonset. Este comportamiento de A10 sugiere que las modificaciones
producidas durante la extraccién proteica fueron suficientes para permitir que durante el
calentamiento se establecieran interacciones atractivas entre polipéptidos, aun antes de que
comenzara el proceso de desnaturalizacion evidenciado por DSC. Dado que en ambos
aislados la gelificacion comenzé antes de que se alcanzara un alto grado de
desnaturalizacion, estos resultados sugieren que las proteinas de caupi presentan una
importante capacidad de establecer interacciones entre si.

El Py3 fue alcanzado durante el plateau en los ciclos que tuvieron temperatura
maxima de 70 °C, en estos casos A8 requiri6 mayor tiempo que A10. Cuando los ciclos
tuvieron temperatura maxima de 90 °C, ambos aislados alcanzaron el Py 3 durante el
calentamiento, A8 a temperatura mayor que su Td y A10 a temperatura menor que su Td
(Tabla 2). Estos datos también sugieren que A10 presentd mayor capacidad de gelificacién
que A8, alcanzando un determinado grado de viscoelasticidad (tan & = 0,3) habiendo

recibido una menor cantidad de energia.

1.2. Comportamiento reologico

Las curvas de los modulos G” y G™" y de la temperatura en funcién del tiempo se
muestran en un registro tipico en la Figura 4. Las curvas de G" y G*~ comenzaron con
valores bajos (menores a 1 Pa) que disminuyeron hasta una temperatura de 52,36 + 0,68 °C

(cuando el calentamiento fue a 20 °C/min) a partir de esa temperatura los valores
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aumentaron lentamente y durante dicho aumento exhibieron un maximo parcial a una
temperatura de 74,28 + 0,34 °C. Una vez alcanzado un determinado tiempo, que dependio
de las caracteristicas de cada muestra y de las condiciones del ensayo (velocidad de
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calentamiento y temperatura maxima), los valores aumentaron rapidamente (Figura 4a).
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Figura 4: Médulos G” (m) y G™” (o) y temperatura (A) en funcion del tiempo de dispersion proteica
al 10,5% p/p de A10. a) Etapa de calentamiento: Temperaturas de minimos y maximos parciales de
Gy G”". b) Ciclo térmico completo: etapa de calentamiento de 20 a 90 °C, a 20 °C/min; etapa de

plateau de 20 min a 90 °C, y etapa de enfriamiento de 90 a 20 °C, a 20 °C/min.
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El descenso de G" y G al principio del calentamiento se puede interpretar como
una desestructuracion del sistema viscoelastico inicial a causa de la destruccion de
interacciones proteina-proteina que existian en las dispersiones. Este comportamiento fue
también descripto para proteinas de soja por Ahmed et al. (2006) y de garbanzos por
lonescu et al. (2011). Renkema et al. (2001) y Renkema y van Vliet (2002) también
describieron un méximo parcial en G” durante la gelificacion de proteinas de soja que fue
explicado como consecuencia de reordenamientos durante el calentamiento. Durante la
etapa de plateau (y en algunos casos en la etapa de calentamiento) se llegd al Pec y los
moédulos siguieron aumentando. Al comienzo del enfriamiento, los médulos aumentaron
stbitamente. Se evalu el crecimiento relativo de G™ calculando el pardmetro Q (G al final

del enfriamiento/G” al inicio del enfriamiento) (Figura 4b).
1.2.1 Efecto de la concentracién proteica

Se evaluaron los médulos G"y G y la tan 6 a 1 Hz al finalizar el plateau (90 °C) y
al finalizar el enfriamiento (20 °C) (Figura 1 de la Seccion 1.1.1. y Tabla 3). En todos los
casos G” fue mayor a G"" y la tan 6 tuvo valores menores a la unidad. Una vez alcanzada la
CC, la tan o tuvo valores entre 0,11 y 0,20, encontrandose una disminucion significativa
(p<0,05) con el aumento de la concentracién proteica (a 90 y a 20 °C) en A10, mientras
que en A8 la tan 6 no fue funcion de la concentracion proteica (Tabla 3). El aumento de la
concentracion proteica de las dispersiones de ambos aislados produjo un incremento
significativo (p<0,05) en G, tanto a 90 como a 20 °C (Figura lay b).

El modulo elastico en funcion de la concentracidn proteica cumplié con la ley de la
potencia (G” = aC"). El exponente b refleja la estructura de la matriz, en términos de la
naturaleza y empaquetamiento de los filamentos que la forman (Matsumura y Mori, 1996;
Renkema y van Vliet, 2004). Al finalizar la etapa de calentamiento (90 °C) y la de
enfriamiento (20 °C) ambos APC se ajustaron a este modelo (R®> > 0,88) sin presentar
diferencias significativas en el exponente b (p>0,05), el cual tomd valores entre 8,57 + 0,05
y 9,80 £ 0,22 (los valores individuales se presentan mas adelante en las Tablas 7 y 13 de
las Secciones 2.2.1. y 3.2.1. respectivamente). Tales valores del exponente b indican un
comportamiento similar de las asociaciones y de la estructura de los filamentos de la
matriz, aunque diferentes fuerzas fisicoquimicas podrian predominar en cada tipo de gel.
Estos resultados son similares a los de Renkema y van Vliet (2004) y Sun y Arntfield

(2010), quienes analizaron la gelificacion de proteinas de reserva de soja (b = 10,3) y de
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arveja (b = 6,2), respectivamente. Sin embargo, en proteinas de origen animal con gran
capacidad de gelificacion como gelatina o proteinas miofibrilares de pescado los valores de
b encontrados fueron 2,05y 1,97 respectivamente (Kumagai et al., 1993; Kim et al., 2013).

A cada concentracion ensayada, A10 presentd mayor G” que A8, tanto a 90 como a
20 °C, excepto en la dispersion al 5,5% p/p donde no se logré la gelificacion de ningln
aislado (Figura 8). Los mayores valores de G” fueron 2742 + 90 y 5264 + 350 Pa para A8 y
A10 respectivamente al 12,0% p/p, al finalizar el ciclo (Figura 1b). Al final del plateau a
90 °C, las tan 6 de A10 fueron menores que las de A8 (Tabla 3). Los valores altos de G y
bajos de tan 6 indican que la componente elastica de A10 se vio favorecida con respecto a
la de A8, este comportamiento sugiere que A10 tuvo méas habilidad que A8 para establecer
interacciones promovidas por el calor (como las hidrofébicas y los puentes disulfuro
(Shimada y Cheftel, 1989), lo que esta en acuerdo con su mayor hidrofobicidad superficial
(Seccion 2.3. del Capitulo I).

Tabla 3: Viscoelasticidad (tan 6) y Q en funcion de la concentracion proteica de
dispersiones de A8 y A10.

Concentracion (% p/p) tan 6-90 °C tan 6-20 °C Q

A8 5,5 0,62 +0,01b 0,50 + 0,08a 2,1+0,2e
7,5 0,67 £0,01a 0,46 £ 0,13b 2,7+0,1de
9,0 0,17 + 0,02d* 0,19 = 0,00c* 5,3+ 0,8bc
10,5 0,18 + 0,00d 0,19 + 0,00c 5,4 +£0,5b
12,0 0,15 + 0,01def 0,18 + 0,00c 4,6 + 0,0bcd

Al10 5,5 0,56 +0,02c 0,47 +0,18a 3,4+ 14cde
7,5 0,15 + 0,00de* 0,20 + 0,00c* 7,3+0,8a
9,0 0,13 + 0,01ef 0,20 + 0,00c 7,6 £0,5a
10,5 0,12 £ 0,00ef 0,18 + 0,00c 53+0,3b
12,0 0,11 £ 0,00f 0,17 = 0,00c 4,4 +0,4bcd

Ciclos térmicos en reémetro con velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, con
plateau de 20 min a 90 °C y etapa de enfriamiento hasta 20 °C. Promedio + error estandar. Letras
distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). (*: CC).
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Durante la etapa de enfriamiento (de 90 a 20 °C), las interacciones entre las
proteinas se siguieron estableciendo, principalmente las de tipo puente de hidrégeno y
electrostaticas, produciendo un aumento significativo de ambos modulos en todas las
concentraciones ensayadas y en ambos aislados. Los valores de tan 6 en A10 aumentaron y
en A8 no presentaron diferencias significativas. El hecho de que la tan 6 aumentara durante
el enfriamiento en A10 indica que el componente viscoso (G™) aumentd relativamente méas
que el componente elastico durante esta etapa, sugiriendo que los puentes de hidrogeno
representaron interacciones importantes para el componente viscoso en A10 (Tabla 3).
Avanza et al. (2005) reportaron aumento de tan & a causa del enfriamiento en geles de
aislado proteico de amaranto. EI pardmetro Q refleja el crecimiento relativo de G” en la
etapa de enfriamiento. A todas las concentraciones en que A8 formd gel (a partir de su CC)
y a las concentraciones mayores en A10 (10,5 y 12,0% p/p), G" aumento entre 4,6 y 5,3
veces su valor durante el enfriamiento, sin diferencias significativas (p>0,05). Los mayores
valores de Q se encontraron en Al10, en los geles obtenidos con las menores
concentraciones proteicas (7,5 y 9,0% p/p), donde G* aument6 méas de 7 veces su valor
(Tabla 3). Este efecto podria deberse a que a menores concentraciones se hubiera formado
una matriz mas abierta, con sitios reactivos disponibles para interaccionar y seguir

estabilizando la estructura durante la etapa de enfriamiento.

1.2.2. Efecto de la temperatura de plateau

El modulo G” y la tan 6 a 1 Hz fueron evaluados en geles obtenidos al 10,5% p/p en
ambos aislados, tanto al final del plateau como al final del ciclo (20 °C) en los ciclos con
temperaturas maximas de plateau a partir de 70 °C. No se evaluaron estos parametros en
los ciclos con temperatura maxima de 50 y 60 °C porque las dispersiones no llegaron a
gelificar (Figura 2 y Tabla 1 de la Seccion 1.1.2.). Al finalizar el plateau de cada ciclo, los
valores de G” de A10 fueron siempre mayores a los de A8. Con respecto al efecto de la
temperatura de plateau, en A8, los mayores valores de G se alcanzaron a 80 y 90 °C,
mientras que A10 tuvo un maximo a 80 °C (Figura 2a). Estos datos son acordes a lo
propuesto por Myers (1990), quien sostiene que las interacciones hidrofobicas presentan un
rango de temperatura en que su magnitud es maxima (60 - 80 °C). En nuestro caso el
maximo se desplazaria hacia las mayores temperaturas de este rango ya que los APC
tuvieron Td cercanas a 80 °C. De esta manera, durante el plateau a 80 °C las proteinas

alcanzaron un alto grado de desnaturalizacion que permitié exponer sitios hidrofobicos.
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Las diferencias en los valores de G” entre A8 y A10 sugieren que existe un compromiso
entre al menos tres factores: el grado de desnaturalizacion inicial, el grado de
desnaturalizacion alcanzado durante las fases de calentamiento y plateau y el efecto de la
temperatura sobre las interacciones hidrofobicas. El balance entre estos factores resultaria
en que los polipéptidos de A10, a una temperatura maxima de 80 °C lograron interactuar
entre si mas que a otras temperaturas y méas que los polipéptidos de A8. La tan & fue mayor
a 70 °C que a las mayores temperaturas ensayadas, sin encontrarse diferencias
significativas entre los valores de tan 6 en el rango 80 - 95 °C (Tabla 4). Esto sugiere que
haber superado la Td permitio la exposicion de mas sitios de interaccion entre polipéptidos,
logrando la formacion de una estructura més elastica. Para cada temperatura A10 mostro

menores valores de tan 6 que A8 (Tabla 4).

Tabla 4: Viscoelasticidad (tan 6) y Q en funcion de la temperatura de plateau de
dispersiones de A8 y A10.

Temperatura de tan 9-al final del tan 6-20 °C Q
plateau (°C) plateau

A8 70 0,38 + 0,04a 0,28 +0,01a 7,1+0,7b
80 0,21+0,02b 0,19 +0,01d 51+0,1b
90 0,16 +0,02b 0,19 + 0,01cd 6,0+0,2b
95 0,16 + 0,00b 0,21 +0,01b 13,1+4,5a

A10 70 0,18 +0,01b 0,19 = 0,00bc 4,9 +0,5b
80 0,11 +£0,01c 0,16 = 0,00d 36+0,2c
90 0,12 +0,01c 0,18 + 0,00cd 50+0,1b
95 0,12 +0,00c 0,18 + 0,01cd 75+0,8b

Dispersiones proteicas al 10,5% p/p. Ciclos térmicos en redmetro con velocidad de calentamiento y
enfriamiento de 20 °C/min, con plateau de 20 min a temperatura variable y etapa de enfriamiento
hasta 20 °C. Promedio = error estdndar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05).

Una vez terminado el ciclo (20 °C), tanto en A8 como en A10, se encontraron los
mayores valores de G” en el rango de 80 - 95 °C, entre 888 + 418 a 1655 *+ 314 Pa sin

diferencias significativas (p>0,05) entre las temperaturas y los aislados, excepto en A10 a
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80 °C donde se manifestd un méximo en G” que lo diferencid de los otros (2825 + 238 Pa,
p<0,05). Los valores de G" de A10 fueron mayores a los de A8 en los ciclos con
temperaturas maximas de 70 y 80 °C, pero no se encontraron diferencias significativas a 90
0 95 °C (Figura 2b). Este comportamiento sugiere que las interacciones que se
establecieron durante el enfriamiento (principalmente puentes de hidrogeno) cancelaron
gran parte de las diferencias observadas al final del plateau entre A8 y A10, en los ciclos
con temperatura maxima de 90 y 95 °C. Al analizar los valores de tan 6 (al finalizar el
ciclo) en A8 se encontro una diferencia entre 70 °C y las mayores temperaturas, mientras
que en A10 no se observaron diferencias en el rango 70 - 95 °C (Tabla 4). Uruakpa y
Arntfield (2005) explican que los valores absolutos del modulo elastico son indicativos de
la fuerza de la red intermolecular, mientras que los valores de la tan & son indicativos del
caracter viscoelastico. Arntfield et al. (1990) proponen, al estudiar la gelificacion de
vicilina, que valores altos de tan & pueden deberse tanto a la existencia de un sistema con
predominio de proteina agregada en forma desordenada como a sistemas con predominio
de proteina soluble, mientras que valores bajos de tan & indican la existencia de un buen
grado de entrecruzamiento en la red. Al finalizar los ciclos, el valor més bajo de tan 6 se
encontré en A10 para el ciclo de 80 °C, en el cual habiamos encontrado el mayor valor de
G’, atribuyendo a un predominio de interacciones hidrofébicas. Al analizar los valores de
Q (crecimiento relativo de G™ durante el enfriamiento), el menor valor se encontré en A10
en el ciclo de 80 °C, indicando menor contribucién de enlaces puente de hidrogeno. A su
vez, los mayores valores de Q se detectaron en los ciclos de 95 °C (Tabla 4), condicién en
la cual no fueron favorecidas las interacciones hidrofébicas, pero si los puentes de
hidrogeno durante la etapa de enfriamiento, logrando asi alcanzar valores altos de
elasticidad comparables con la de los otros ciclos. Estos resultados indican que la variacion
de la temperatura méaxima del ciclo tuvo efectos importantes en las caracteristicas de los
geles. Por debajo o cerca de la Td (70 y 80 °C) se detectaron diferencias debidas al estado
inicial de cada aislado, mientras que a mayores temperaturas (90 y 95 °C), las diferencias
entre A8 y Al0, en términos de elasticidad de los geles (G"), se cancelaron al final del
ciclo, pero la viscoelasticidad (tan &) dependi6 del tipo de interacciones que se
promovieron. Este comportamiento explicaria por qué en la Seccion 3.4. del Capitulo I no
se habian detectado diferencias en la LGC de A8 y A10 cuando la gelificacion se habia
realizado por un TT en un bafio de agua hirviendo (temperaturas entre los 95 y 100 °C) por

30 min.
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Similares efectos de la temperatura maxima de los ciclos de gelificacion térmica
sobre las propiedades reoldgicas de los geles obtenidos fueron comunicados por otros
autores. Avanza et al. (2005) informaron que a temperaturas mayores a 70 °C obtuvieron
dispersiones elasticas de aislado proteico de amaranto con tan 6 < 0,15, atribuyendo este
bajo valor al predominio de interacciones hidrofébicas, la maxima elasticidad fue obtenida
al calentar a 95 °C por ser la temperatura cercana a la Td de las globulinas 11S y P de
dichos aislados. En geles de aislados proteicos de soja a pH 8, G” aumentd entre 70 y 80
°C y se mantuvo constante para temperaturas mas altas, coincidiendo con la

desnaturalizacion de la fraccion 7S (Puppo y Afdn, 1998a).

1.2.3. Efecto de la velocidad de calentamiento y enfriamiento

Dado que tanto la desnaturalizacion como la gelificacion son procesos con control
cinético (Donovan y Beardslee, 1975; Le Bon et al., 1999), resulté de interés evaluar los
efectos de la velocidad de calentamiento y enfriamiento. En esta Seccion se aplicaron
distintas velocidades (1 o 20 °C/min) en el proceso de gelificacion térmica de dispersiones
al 10,5% p/p de A8 y A10 en ciclos con temperatura maxima de 70 o 90 °C (Figura 5).
Durante las etapas de calentamiento y plateau, la gelificacion depende principalmente de la
cinética de desnaturalizacion proteica. Las interacciones pueden establecerse y los
polipéptidos pueden reordenarse cuando las proteinas alcanzan un cierto grado de
desnaturalizacion. Durante el enfriamiento se suman interacciones y se producen
reordenamientos pero sin cambios importantes en el grado de desnaturalizacion alcanzado
en las etapas previas. En la Seccién 1.1.3. se encontr6 que la disminucién de la velocidad
de calentamiento y enfriamiento habia disminuido el tiempo o temperatura para llegar a los
puntos criticos de la gelificacion (Pec Y Pi3). De la misma forma, a menor velocidad de
calentamiento, el comportamiento reolégico mejor0 ya que se obtuvieron mayores G™ y
menores tan d. Este efecto se observd en los ciclos con plateau a 90 °C para los dos
aislados y en el de 70 °C para Al0, al evaluar los parametros tanto al finalizar el plateau
como el ciclo (Figura5ay by Tabla 11). Este efecto fue importante ya que los incrementos
relativos de G” se encontraron entre 2,5 y 4,0 veces y las tan 6 fueron de 0,16 y 0,14 al
finalizar los ciclos con plateau a 70 y 90 °C, respectivamente, para los dos aislados. Estos
resultados estan de acuerdo con lo planteado por Sun y Arntfield (2010), quienes sostienen
gue a menores velocidades de calentamiento y enfriamiento las proteinas tienen mas

tiempo de reordenarse y alinearse pudiendo entrelazarse més efectivamente.
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Figura 5: Modulo G en funcién de la temperatura, a diferentes velocidades de calentamiento y
enfriamiento (20 °C/min (linea negra) y 1 °C/min (linea roja), de dispersiones al 10,5% p/p de A8
(ay b)y Al0 (cy d), con plateau de 20 mina 70 (ay ¢) 0 90 °C (b y d).

Por otro lado, en A8 al finalizar el plateau de 70 °C, la velocidad de calentamiento
no influyé sobre los valores de G” y tan 6 ya que no se detectaron diferencias significativas
(p>0,05) entre los ciclos a 1 0 20 °C/min (Figura 5a, flecha azul y Tabla 5). En cambio al
finalizar el ciclo, el efecto de la velocidad de enfriamiento produjo el aumento esperado de
G’ y la disminucion de tan & (como se habia encontrado en el ciclo de 90 °C y en el aislado
A10). Esto se debio a que el valor de Q fue significativamente mayor que en los demas
ciclos (p<0,05; Tabla 5). Esto sugiere que en las condiciones menos propicias de
gelificacion (A8 a 70 °C), ni siquiera el calentamiento lento favorecié las interacciones
hidrofobicas en A8, y el predominio de interacciones al finalizar el ciclo corresponderia a

los puentes de hidrogeno generados durante la etapa de enfriamiento, reforzando la idea

85



Resultados y Discusion: Capitulo 11

que se presento6 en la Seccion 1.1.2. al evaluar los Pec y Py 3 de ambos aislados en el ciclo
con plateau a 70 °C.

Tabla 5: Modulo G’, viscoelasticidad (tan 6) y Q a diferentes velocidades de
calentamiento y enfriamiento de dispersiones de A8 y A10, ciclos térmicos hasta 70 o 90
°C.

Al finalizar el plateau Al finalizar el ciclo

A8 ciclo a 70 °C G” (Pa) tan & G (Pa) tan Q
1 °C/min 20+4e 0,26+0,0la 320+ 38&d 0,16 £0,00c 159=*11a
20 °C/min 12+2e 0,38+0,06a 84 + 4e 0,28 +0,01a 7,0+0,9b
A8 cicloa90 °C
1 °C/min 697 +86b 0,10 +0,01c 4603 +737a 0,14+0,01c 6,6+0,2b
20 °C/min 193+34d 0,16 £0,02b 1160+ 245b 0,19+£0,00b 5,9+0,2b
AlQcicloa 70 °C
1 °C/min 396 +96c 0,18+0,02b 858+172c 0,16 +0,00c 25%1,7c
20 °C/min 72+19d 0,18+0,01b 345+47d  0,19+0,00b 4,8+ 0,6bhc
Al0cicloa 90 °C
1 °C/min 1111+ 28a 0,08 +0,00c 5860+67a 0,14+0,00c 5,2+0,1b
20 °C/min 365+79c 0,12+0,01b 1950+600b 0,18+0,00b 5,2+0,5b

Dispersiones proteicas al 10,5% p/p. Ciclos térmicos en reémetro con plateau de 20 min a 70 0 90
°C y etapa de enfriamiento hasta 20 °C. Promedio + error estandar. Letras distintas en una misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Al analizar las curvas de G" y G™” en funcion del tiempo se observo que la tasa de
crecimiento de los modulos fue diferente para cada velocidad de enfriamiento. En la Figura
6 se observa que a 1 °C/min la tasa de crecimiento aumentd paulatinamente, sin
encontrarse el cambio abrupto observado a 20 °C/min (Figura 4b, Seccién 1.2.). Esta
diferencia probablemente se debié a que cuando el calentamiento fue lento las proteinas
pasaron suficiente tiempo expuestas a altas temperaturas para desarrollar abundantes
interacciones hidrofébicas. De esta manera se formaria un ordenamiento espacial que

condicionaria la posterior formacion de puentes de hidrogeno durante el enfriamiento.
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También pudo darse que a la menor velocidad de enfriamiento distintos mecanismos
ocurrieran simultdneamente, resultando curvas mas suaves. En este sentido Sun y Arntfield
(2011) encontraron que cuando las velocidades de calentamiento y enfriamiento eran altas,
en los primeros minutos del enfriamiento, el crecimiento de G” era mas rapido que en los
ultimos minutos del enfriamiento. Estos autores postularon que con altas velocidades, la
red se estaria todavia formando durante la primera parte del enfriamiento, mientras que
para velocidades bajas, la red se formaria durante el calentamiento y solo se reforzaria
durante el enfriamiento. En nuestros ensayos, la matriz tridimensional se formaria durante
el calentamiento y el plateau, por lo que durante el enfriamiento se produciria un
reforzamiento, lo que se reflejaria en un crecimiento constante de G” durante el

enfriamiento.
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1 calentamiento ——— plateau ———— enfriamiento — 100
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Figura 6: Médulos G” (m) y G™” (=) y temperatura (m) en funcidn del tiempo, de dispersion de A10

al 10,5% p/p. Ciclo térmico en reémetro con velocidad de calentamiento y enfriamiento de 1
°C/min.

Camou et al. (1989) trabajaron con geles de proteinas carnicas y también
encontraron que el aumento de la velocidad de calentamiento generd geles menos fuertes y
con menor cantidad de proteina involucrada en la matriz tridimensional. Gossett et al.
(1984) postularon que el efecto de la velocidad de calentamiento esta condicionado por las
diferencias entre las velocidades de desnaturalizacion y agregacion, geles mas elasticos se

obtendrian cuando la agregacion es mas lenta que la desnaturalizacion, lo que permitiria a
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los polipéptidos desnaturalizados disponer de mas tiempo para reorientarse y poder
establecer més interacciones. Por su parte, O"Kane et al. (2005) quienes trabajaron con
proteinas de arveja, indican que el efecto de la velocidad de enfriamiento depende de las
caracteristicas de la matriz formada durante el calentamiento, la presencia de puentes
disulfuro disminuiria la libertad y flexibilidad necesarias para el reordenamiento de las
cadenas polipeptidicas y no se aprovecharia el mayor tiempo de enfriamiento para formar
un mayor nimero de puentes de hidrégeno. En nuestro caso la disminucion de la velocidad
probablemente permitié reordenamientos en todas las etapas del ciclo térmico.

Cuando se determind la LGC en la Seccion 3.4. del Capitulo 1 no se control6 la
velocidad de calentamiento y enfriamiento del TT, pero fueron mayores a las estudiadas en
este Capitulo dados el volumen de muestra, el tipo de recipiente y los medios de
calefacciéon y enfriamiento empleados (ImL de dispersion proteica en tubo eppendorf
sometido a bafio en agua en ebullicion y luego enfriado bajo corriente de agua fria). Esto
provoco que fuera necesaria mayor concentracion de proteina para llegar a un aspecto de

gel (determinado visualmente).

2. Efectos del pre-tratamiento con APH en el proceso térmico de gelificacion de APC

2.1. Condiciones criticas de gelificacion

El pre-tratamiento con APH se aplico a las dispersiones proteicas durante 5 min a
400 o 600 MPa previamente a las medidas reoldgicas. Las condiciones en el reémetro
incluyeron ciclos térmicos con velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min,
variando la concentracion proteica o la temperatura de plateau, como se trabajo
anteriormente. Se evaluaron los mismos parametros del proceso de gelificacion térmica
definidos en la Seccion 1.1. En la mayoria de las muestras el Pgc no se pudo determinar ya
que luego del pre-tratamiento con APH las dispersiones presentaban G > G™".

2.1.1. Concentracioén Critica

El pre-tratamiento a 400 o 600 MPa de las dispersiones de APC indujo un aumento
de la CC, siendo de 10,5% p/p para A8 y de 9,0% p/p para A10. Cuando la formacion de la
matriz se analiz6 al final del plateau (90 °C) se encontré que A8 al 10,5% p/p y A10 al

9,0% p/p tuvieron tan & menores, pero muy cercanas a 0,3 (valor arbitrario de nuestra
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definicion de CC), mientras que al completar el ciclo térmico (20 °C) la tan & disminuyo
(Tabla 8, ver mas adelante en la Seccion 2.2.1. sobre el comportamiento reoldgico). A
bajas concentraciones proteicas el TAPH indujo desnaturalizacion y formacion de
agregados estabilizados por puentes disulfuro (en dispersiones al 1,0% p/v, Seccion 2.1.1.
del Capitulo I). Es probable que los puentes disulfuro hayan disminuido la flexibilidad de
los polipéptidos reduciendo durante el TT su capacidad de formar una matriz
tridimensional, bloqueando sitios reactivos, disminuyendo la habilidad para establecer

interacciones, y por lo tanto requiriéndose mayor concentracion proteica para formar un

gel.

2.1.2. Temperatura critica o tiempo critico de gelificacion. Relacion con propiedades

térmicas.

Se observo en las muestras pre-tratadas con APH un descenso en la TC de 70 a 60
°C cuando el pre-tratamiento fue a 400 MPa y de 70 a 50 °C cuando se aplicaron 600 MPa,
para ambos aislados, tanto al finalizar el plateau como al finalizar el ciclo térmico (Tabla
9, ver més adelante en la Seccion 2.2.2. sobre el comportamiento reoldgico). A
concentraciones mayores a la CC (10,5% p/p para A8 y 9,0% p/p para Al0), las
modificaciones inducidas por las APH permitieron que los polipéptidos comenzaran a
interactuar a menor temperatura y lograran generar matrices con tan & < 0,3. El pre-
tratamiento con APH produjo dispersiones proteicas con mayor componente elastico que
viscoso, por lo cual el Pgc no se pudo determinar para evaluar el inicio de la gelificacion.
El Py 3, pardmetro arbitrario definido en la Seccion 1., nos permitio evaluar el efecto de la
temperatura maxima de plateau en el proceso de gelificacion (Tabla 6). Se encontré que
incluso a la menor temperatura ensayada (50 °C) se verificd este punto, para las muestras
tratadas con 600 MPa. En todos los casos de muestras pre-tratadas el Py 3 ocurrio durante
el plateau. En los ciclos con temperaturas de plateau hasta 80 °C inclusive, el aumento de
la temperatura produjo una disminucién del tiempo para llegar al Py 3 con respecto a las
muestras no presurizadas (Tabla 6). Cuando la temperatura maxima fue 90 o0 95 °C, no se
pudo encontrar un patrén sencillo en el comportamiento.

Estos resultados indican que las modificaciones inducidas por APH podrian
modificar la habilidad de establecer interacciones favorecidas por el calentamiento en las
proteinas de caupi. La desnaturalizacion previa al TT fue probablemente el factor

preponderante en este efecto. Los pre-tratamientos con APH a 400 MPa no modificaron
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significativamente (p>0,05) las Td en ambos aislados (A8 = 79,15 + 0,09 °C y A10 =
79,39 £ 0,30 °C) pero provocaron un alto grado de desnaturalizacion (A8 = 87,62 £ 2,03 y
A10 = 86,69 * 1,46%). A 600 MPa el grado de desnaturalizacién fue 100%, sin diferencias
entre A8 y Al10. En la Seccion 2.4. del Capitulo | el GD encontrado luego de estos

tratamientos fue menor (66%), sin diferencias significativas entre los aislados ni entre los

niveles de presion aplicados. La diferencia pudo deberse a la menor concentracion proteica

utilizadas durante los TAPH correspondientes al Capitulo |.

Tabla 6: Py 3 de A8 y A10, sin tratar o pre-tratadas con APH a diferentes temperaturas de

plateau.
Temperatura Pto.3 (Min)
de plateau
(°C) 0,1 MPa 400 MPa 600 MPa

A8 50 00 00 16,98 + 0,30b
60 0 8,94 + 0,08de 7,52 + 0,46e
70 41,8+9,8°C*  2,26+0,11fg 3,09 £ 0,33fg
80 13,48 + 1,43cb 2,41 + 0,38fg 3,68 + 0,40fg
90 10,15+ 0,90cd 19,66 + 0,34a 4,28 +0,31f
95 7,43 +0,20e 15,07 + 2,0b 17,22 + 0,36ab

Al0 50 00 00 15,29 + 0,30b
60 00 11,78 + 1,26¢ 6,83 £ 0,24e
70 13,40+ 0,73cb 3,56 + 0,61fg 2,51 + 0,50fg
80 4,69 £ 0,19f 2,06 + 0,10fg 1,73 +0,52g
90 3,74 £ 0,44f 4,08 £ 0,21fg 2,08 £ 0,95fg
95 4,29 £ 0,29f 8,42 £ 2,82de 10,2 + 0,08cd

Dispersiones proteicas al 10,5% p/p. Ciclos térmicos en redmetro con velocidad de calentamiento y
enfriamiento de 20 °C/min, plateau de 20 min a temperatura variable. Promedio + error estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). (co: no se alcanzd el Py3 a ningln

tiempo del ensayo; *: temperatura durante la etapa de enfriamiento).
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Cuando la gelificacion se produjo a partir de proteinas en estado nativo, el calor
aportado a la dispersion en primer lugar desnaturalizo las proteinas y posteriormente éstas
pudieron asociarse a traves de distintas interacciones. Dado que en estos ensayos se aplico
una velocidad de calentamiento relativamente alta (20 °C/min) la existencia de estos dos
pasos pudo tener consecuencias importantes en la cinética de gelificacion de los APC no
pre-tratados. De manera diferente, las muestras pre-tratadas ya presentaban un alto grado
de desnaturalizacion por lo que ya se encontraban en condiciones de interactuar. Como se
observo en la Seccion 2.3. del Capitulo I, las APH aumentaron la hidrofobicidad
superficial de las proteinas desnaturalizadas, lo que aumentd su habilidad para formar
interacciones durante el calentamiento. EI mayor tiempo requerido para el Py3 a 95 °C
seria consecuencia de que las interacciones hidrofébicas se ven mas favorecidas en el
rango de 60 - 80 °C que a temperaturas tan altas como 95 °C (Myers, 1990).

Similares efectos se reportaron para aislado proteico de soja, ya que la temperatura
a la cual se considerd que se inici6 la gelificacion disminuyé de 84, °C a 74, °C y 63,8 °C
cuando las muestras fueron pre-tratadas a 200 y 400 MPa respectivamente (Speroni et al.,
2010). En ese trabajo los autores definieron el inicio de la gelificaciéon como el punto en
que G comenzaba a crecer considerablemente, ya que al inicio del tratamiento térmico las

dispersiones pre-tratadas con APH también presentaban G” mayora G™".

2.2. Comportamiento reoldgico

Cuando se analizaron las curvas de Gy G™” en funcidn del tiempo de muestras pre-
tratadas con APH se observd un aumento en los valores iniciales de estos modulos (con
respecto a las no presurizadas), generando dispersiones con predominio del componente
elastico sobre el viscoso (Figura 7a). Este resultado sugiere que la desnaturalizacion
provocada por el tratamiento con APH permitié reforzar la estructura de la matriz inicial y
estd en acuerdo con lo propuesto por Boonyaratanakornkit et al., (2002) quienes sostienen
que las APH favorece el establecimiento de interacciones como los puentes de hidrogeno.
A medida que la temperatura aumento, los moédulos sufrieron una disminucién hasta 53,56
+ 0,78 °C (temperatura de minimo (Figura 7a), sin diferencias significativas (p>0,05) con
las muestras no tratadas), comportamiento explicable por el desensamblado de
interacciones bajo control entalpico como puentes de hidrdgeno o electrostaticas. A partir
de los 53,56 °C el favorecimiento de las interacciones hidrofébicas provocd un aumento de

los valores de los médulos. EI maximo parcial detectado durante el calentamiento se corrio
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hacia mayores temperaturas (86,95 £ 0,95 °C) en las muestras tratadas a 400 o 600 MPa
(Figura 7a). El comienzo del enfriamiento aumentd subitamente la tasa de crecimiento de

los modulos, como también se habia observado en las muestras no tratadas (Figura 7b).
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Figura 7: Mddulos G” (m) y G (0) y temperatura (A) en funcién del tiempo para una dispersion
proteica al 10,5% p/p de A10 pre-tratada 5 min a 600 MPa. a) Etapa de calentamiento:
Temperaturas de minimos y maximos parciales de G" y G™". b) Ciclo térmico completo: etapa de
calentamiento de 20 a 95 °C a 20 °C/min; etapa de plateau de 20 min a 95 °C, y etapa de

enfriamiento de 95 a 20 °C a 20 °C/min.
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Speroni et al. (2010b) también observaron en dispersiones de aislado proteico de
soja aumento del modulo eléstico por el pre-tratamiento con APH y posterior disminucion

del mismo al inicio de la etapa de calentamiento.
2.2.1. Efecto de la concentracién proteica

Como se menciond anteriormente (Seccion 2.1.1.), el pre-tratamiento con APH
aumento la CC de gelificacion de cada aislado. En la Figura 8 se muestran los valores de
G~ de las dispersiones sin pre-tratamiento (0,1 MPa) y pre-tratadas (400 o 600 MPa). Al
55y 7,5% p/p los valores de G™ de las dispersiones pre-tratadas eran pequefios, incluso
menores a los correspondientes a las dispersiones sin pre-tratamiento. A la CC de las
muestras pre-tratadas (10,5% p/p para A8 y 9,0% p/p para A10) el valor de G" no vario
significativamente (p>0,05) con respecto a las no pre-tratadas. Sin embargo, para
concentraciones mayores a la CC (12,0% p/p, en A8 0 10,5 y 12,0% p/p en A10) el valor
de G” fue mayor en las dispersiones pre-tratadas a 400 MPa, efectos que se encontraron
tanto al finalizar el plateau, como al finalizar el enfriamiento (Figura 8a y b). Por otro lado,
con el pre-tratamiento a 600 MPa se encontr6 que los valores de G” fueron menores a los
correspondientes pre-tratados a 400 MPa en A10 (p<0,05), mientras que en A8 fueron
menores a los correspondientes no pre-tratados (p<0,05) (Figura 8a y b). Este efecto podria
estar relacionado con el grado de desnaturalizacion alcanzado con cada nivel de presion.
La desnaturalizacion parcial (400 MPa) mejoraria la elasticidad del gel, pero la
desnaturalizacion completa (600 MPa), no la favoreceria en A10 y la perjudicaria en A8.
Estos resultados estarian de acuerdo con los encontrados en la Seccion 3.4. del Capitulo |
donde los aislados tratados a 200 y 400 MPa presentaron menor LGC que los aislados sin
tratar o tratados a 600 MPa.

Al evaluar la variacion de G” en funcion de la concentracion proteica (C), las
dispersiones pre-tratadas con APH también se ajustaron a la ley de la potencia (G" = a C”,
con R? entre 0,79 y 0,99). El exponente b aumenté con el pre-tratamiento en ambos
aislados y sin observarse efecto del nivel de presion aplicado, indicando una mayor
sensibilidad a la concentracion. A bajas concentraciones (menores a 10,5% p/p) los
polipéptidos presurizados presentarian menor capacidad de interactuar (lo que esta de
acuerdo con el aumento en la CC). Pero a altas concentraciones (10,5 y 12,0% p/p) se
favorecerian interacciones entre los polipéptidos de manera mas rapida (disminucion del

Pws Y las muestras pre-tratadas a 400 MPa presentaron mayor G™ que las sin presurizar).
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En estos casos, a diferencia de las muestras no pre-tratadas, se encontré que en la mayoria
de casos el exponente b fue mayor al final del enfriamiento (20 °C) que al final del
calentamiento (90 °C) (Tabla 7). Este comportamiento sugiere que durante el enfriamiento
las proteinas pre-tratadas interactian menos eficientemente que durante el calentamiento
(Renkema, et al., 2001).
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Figura 8: Modulo G™ (a 1 Hz) en funcion de la concentracion proteica de A8 (celeste) y A10
(naranja) sin pre-tratamiento o con pre-tratamiento a 400 o 600 MPa. Ciclo térmico en reémetro
con velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, a) al finalizar el plateau de 20 min a
90 °C, b) al finalizar la etapa de enfriamiento hasta 20 °C. Promedio + error estandar. Letras
distintas en cada panel indican diferencias significativas (p<0,05). A8-0,1 MPa (=), A8-400 MPa
(=) y A8-600 MPa (m=). A10-0,1 MPa (- ), A10-400 MPa () y A10-600 MPa (m).
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Tabla 7: Exponente b de la ley de la potencia (G” = a C") de A8 y A10 sin pre-tratamiento
0 con pre-tratamiento con APH.

b (90 °C) b (20 °C)
A8 8,57 + 0,05f A8 9,80 + 0,22f
A8-400 MPa 14,86+ 0,04de  A8-400 MPa 17,24 +0,01ab
A8-600 MPa  13,99%04le  A8-600 MPa 15,84 + 0,00bcd
A10 8,64 + 1,09f A10 9,05 + 0,68f
A10-400 MPa 1543 +0,26cde  A10-400 MPa 14,78 +0,89de
A10-600 MPa 16,85+ 0,04abc  A10-600 MPa 18,21+ 0,09a

Los valores de b se calcularon a partir de los valores de G” a 1 Hz, al finalizar la etapa de
calentamiento (90 °C) y al finalizar la etapa de enfriamiento (20 °C). Rango de concentracion (C)
de 5,5 a 12,0% p/p (R? tuvo valores entre 0,79 y 0,99 para cada muestra). Promedio + error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Con respecto a la viscoelasticidad de los geles obtenidos con dispersiones pre-
tratadas con APH, una vez superada la CC, se observo una disminucion de la tan 6. Al
finalizar la etapa de plateau se observo disminucion de tan 8, que dependié del nivel de
presion, a 600 MPa se obtuvieron los menores valores de tan 0, principalmente en A10. Al
finalizar el ciclo, luego de la etapa de enfriamiento el efecto no fue tan marcado, incluso a
600 MPa no se encontraron diferencias significativas (Tabla 8). Al analizar el crecimiento
relativo de G” durante el enfriamiento (Q), los mayores valores se encontraron a las
concentraciones menores a la CC, pero este crecimiento en G” no alcanz6 para formar
geles (tan 6 fueron mayor a 0,3, incluso mayor a la unidad) (Tabla 8). Al superar la CC, el
Q fue cercano a 3, sin diferencias significativas (p>0,05). Al comparar los valores de Q de
las muestras pre-tratadas, con los de las muestras no presurizadas (Tabla 3), por ejemplo al
12,0% (4,6 £ 0,0 para A8y 4,4 £ 0,4 para Al10) se observa que el TAPH, principalmente a
600 MPa desfavorecid las interacciones que ocurrieron durante el enfriamiento. Este
comportamiento esta en acuerdo con lo sugerido en la Seccién 2.2.1. al analizar el efecto

de la concentracion proteica en las muestras pre-tratadas.
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Tabla 8: Viscoelasticidad (tan &) y Q en funcion de la concentracion proteica de
dispersiones de A8 y A10 pre-tratadas con APH.

Proteina

MPa (% pip) tan 6-90°C tan 6-20°C Q
A8 400 55 5,50 + 0,46a 6,43 +0,43a 0,9+0,1f
7,5 1,29 £ 0,25a 1,06 + 0,23a 12,6 + 6,3bc
9,0 0,67 +£0,18b 0,68 + 0,35b 13,2 + 2,3ab
10,5 0,30 £0,00cd* 0,17 +0,01d* 9,3+ 0,6bcd
12,0 0,12 + 0,20d 0,15 + 0,00ef 4,3 +0,9f
600 55 4,44 +0,42a 4,00 +0,11a 1,0 £ 0,0f
7,5 3,75+ 0,20a 0,95 £ 0,02a 10,0 £ 0,1bc
9,0 1,65+0,11a 0,70 + 0,00b 17,3+0,2a
10,5 0,31+0,01c* 0,19 +0,00c* 9,6 +0,2bc
12,0 0,11 £+ 0,00d 0,15 £ 0,00f 3,4 +0,1ef
Al0 400 55 6,71 + 3,12a 1,76 +0,37a 7,9 +0,3cde
7,5 0,63 £ 0,06b 0,58 +0,12d 7,5 + 3,5ef
9,0 0,27 £0,01c* 0,19 +0,01c* 9,9 +0,5bc
10,5 0,10 £ 0,00d 0,17 £ 0,01d 4,7 = 0,4def
12,0 0,10 £+ 0,02d 0,17 £ 0,00d 3,6 + 0,4ef
600 55 3,95+0,43a 4,50 +0,42a 1,1 +0,1f
7,5 1,45 £ 1,04a 2,01 +1,10a 3,9 +0,1ef
9,0 0,29 £0,04c* 0,20 +0,00c* 10,2 + 1,5bc
10,5 0,08 £ 0,00d 0,16 + 0,00df 3,8 + 0,0ef
12,0 0,08 £ 0,00d 0,18 £ 0,00d 2,9+0,3f

Ciclo térmico en redmetro con velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, con
plateau de 20 min a 90 °C y etapa de enfriamiento hasta 20 °C. Promedio + error estandar. Letras
distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). (*: CC).
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2.2.2. Efecto de la temperatura de plateau

El comportamiento del modulo elastico con el aumento de la temperatura no siguié
un patron definido en todo el rango de temperatura. Al final del plateau, en las
dispersiones al 10,5% p/p, los pre-tratamientos con APH (400 o 600 MPa) produjeron
aumentos en los valores de G” de ambos aislados en los ciclos con temperaturas maximas
desde 50 hasta 80 °C, observando los mayores valores a 600 MPa (Figura 9a). Este
comportamiento sugiere que las proteinas pudieron interactuar entre si a través de
interacciones hidrofébicas gracias a que se encontraban parcial (400 MPa) o totalmente
(600 MPa) desnaturalizadas y exponiendo sitios reactivos. En los ciclos con temperaturas
mayores (90 y 95 °C), el efecto del pre tratamiento no fue significativo (p>0,05). De esta
manera, a temperaturas mucho menores a las Td de A8 y A10, las matrices de estas
dispersiones comenzaron a estructurarse. Los valores de tan ¢ al final del plateau en las
muestras pre-tratadas fueron menores a 0,3 a partir de 60 °C a 400 MPa y a partir de 50 °C
a 600 MPa en ambos aislados (Tabla 9), indicando un mayor grado de elasticidad que en
las muestras no pre-tratadas (en que la tan 6 era menor a 0,3 a partir de 70 °C (A10) u 80
°C (A8)). Estos comportamientos sugieren que la desnaturalizacion previa permitio
ordenarse durante el calentamiento y establecer interacciones méas especificas que cuando
la agregacion fuera al azar, muy répida, simultanea o incluso anterior a la desnaturalizacién
(Sun y Arntfield, 2010). Al final del ciclo térmico (20 °C), los pre-tratamientos con APH
(400 o 600 MPa) produjeron aumentos en los valores de G~ de ambos A8 y A10 en los
ciclos con temperaturas maximas de 50, 60 y 70 °C con respecto a las muestras no pre-
tratadas. A 80 °C solo el pre-tratamiento con 600 MPa aumento significativamente la
elasticidad en ambos aislados. En cambio, a partir de 90 °C, el efecto del pre-tratamiento
con APH fue diferente para cada aislado. En A8 el pre-tratamiento con 400 MPa
disminuyd la elasticidad y con 600 no hubo cambios significativos. En A10 G* aumentd
significativamente con 400 MPa y con 600 MPa aumenté en menor medida a 90 °C y se
observo disminucion a 95 °C (Figura 9b).
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Figura 9: Médulo G” (a 1 Hz) en funcidn de la temperatura de plateau, de dispersiones proteicas al
10,5% p/p de A8 (celeste) y A10 (naranja) sin pre-tratamiento o con pre-tratamiento a 400 o 600
MPa. Ciclo térmico en redmetro con velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, a) al
finalizarel plateau de 20 min a temperatura variable,b) al finalizar la etapa de enfriamiento hasta 20
°C. Promedio * error estandar. Letras distintas en un mismo panel indican diferencias significativas
(p<0,05). A8-0,1 MPa ('), A8-400 MPa (=) y A8-600 MPa (m). A10-0,1 MPa (), A10-400 MPa
(+) y A10-600 MPa (m).
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Al final del ciclo térmico también se encontr6é un descenso en las temperaturas a las
cuales la tan & fue menor a 0,3: a 400 MPa desde 60 °C y a 600 MPa desde 50 °C, sin
diferencias entre A8 y A10. Al finalizar los ciclos con temperaturas hasta 80 °C, las tan 6
fueron mayores que al finalizar el plateau. En cambio a 90 y 95 °C, el enfriamiento
disminuyd los valores de tan §. Con respecto al crecimiento relativo de G’ durante el
enfriamiento (Q) los mayores valores se encontraron en estos ciclos de mayor temperatura,
alrededor de 10 veces para A8 y 5 veces para A10. En los ciclos de temperaturas mas bajas
(de 50 a 80 °C), Q tom¢ valores ca. 3 sin observarse diferencias significativas entre ambos
aislados y presiones (Tabla 9).

En conjunto estas observaciones indican que las modificaciones estructurales que
los pre-tratamientos con APH (a 400 o 600 MPa) generaron en ambos A8 y A10 llevaron a
aumentar la fuerza (mayores valores de G") y el caracter elastico (menores valores de tan
d) en geles obtenidos a temperaturas entre 60 y 80 °C. Sin embargo, en geles obtenidos a
90 0 95 °C el efecto de APH dependié del valor de presion y fue diferente para cada
aislado, en A10 los mayores valores de G” se obtuvieron con el tratamiento a 400 MPa,
mientras que en A8 el aumento fue de menor magnitud y se observé a 600 MPa. A las
mayores temperaturas otros factores, como el aumento de la energia cinética, estarian
implicados interactuando con las variables tipo de aisaldo, nivel de presion y temperatura
de plateau, por lo que no se pudo establecer un patron en el comportamiento. Los
aumentos en G~ se lograrian principalmente por un favorecimiento de las interacciones que
se dieron durante el calentamiento (del tipo hidrofébicas). Estos comportamientos podrian
emplearse en estrategias de gelificacion a temperaturas relativamente bajas. A su vez, la
viscoelasticidad fue adecuada (bajos valores de tan d) al finalizar el plateau en los ciclos
entre 50 y 80 °C, lo que podria usarse para aumentar la textura de alimentos que se

consumen en caliente.
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Tabla 9: Viscoelasticidad (tan 6) y Q en funcion de la temperatura de plateau de A8 y A10
pre-tratados con APH.

A8

Al0

MPa
400

600

400

600

Temperatura de
plateau(°C)

50
60
70
80
90
95
50
60
70
80
90
95
50
60
70
80
90
95
50
60
70
80
90
95

tan 6—al final del

plateau tan 6-20°C Q
0,32+ 0,03b 0,31+ 0,00b 3,2+ 0,0fgh
0,15 + 0,01ghi* 0,16 + 0,00hijk* 3,1 +0,1fgh
0,09 + 0,005k 0,14 + 0,005k 3,0 £ 0,0fgh
0,09 + 0,00k 0,14 + 0,005k 2,7 £0,0gh
0,30 + 0,00bc 0,17 £ 0,01fghi 9,3+0,6b
0,21 + 0,03ef 0,17 £ 0,01fghi 71+17c
0,27 £ 0,01cd* 0,24 £ 0,00c* 2,7+0,1gh
0,13 +0,00i 0,15 + 0,00ijk 3,0 £ 0,1fgh
0,09 + 0,00k 0,18 + 0,01defg 2,8 £0,2gh
0,08 £+ 0,00k 0,20 £ 0,00de 3,4 +0,1fgh
0,16 = 0,01ghi 0,18 £ 0,03efgh 10,1 +0,3ab
0,22 £0,01e 0,17 £ 0,00fghi 10,6 £ 0,3ab
0,59 + 0,04a 0,47 £ 0,00a 3,5+ 0,1fgh
0,17 + 0,00fgh* 0,18 £ 0,00efgh* 3,5+ 0,1fgh
0,10 + 0,005k 0,14 + 0,00k 3,3+ 0,0fgh
0,09 £ 0,01k 0,16 + 0,01ghij 3,0 £0,1fgh
0,10 + 0,005k 0,17 £ 0,01ghi 4,7 + 0,4def
0,16 + 0,00ghi 0,18 £ 0,01efgh 5,6 + 1,1cde
0,24 + 0,00de* 0,20 £ 0,00d* 2,3%£0,1h
0,13 £ 0,00ij 0,15 + 0,01ijk 3,5+ 0,2fgh
0,18 + 0,00fg 0,19 £ 0,00def 3,8 £ 0,3fgh
0,15 + 0,00hi 0,16 + 0,00ghij 4,3 £ 0,2defg
0,08 + 0,00k 0,16 + 0,00ghij 3,8 £ 0,0efgh
0,14 £ 0,01i 0,17 £ 0,00fghi 5,7 +0,0cd

Dispersiones proteicas al 10,5% p/p. Ciclo térmico en reébmetro con velocidad de calentamiento y
enfriamiento de 20 °C/min, con plateau de 20 min a temperatura variable y etapa de enfriamiento
hasta 20 °C. Promedio = error estandar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05). (*: TC).
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3. Efecto de la incorporacion de calcio en el proceso térmico de gelificacion de APC

La incorporacion de calcio, ademés de aumentar el valor nutritivo, permite obtener
geles con menor concentracion proteica. El calcio induce modificaciones en el
comportamiento térmico de las dispersiones proteicas, en la capacidad de interactuar entre
las proteinas y por lo tanto en las propiedades reoldgicas de los geles obtenidos. Se
estudiaron las condiciones criticas de gelificacion y el comportamiento reoldgico de
dispersiones proteicas de APC incorporando CaCl, antes del ciclo térmico aplicado para
gelificar. Se evalud el efecto de la concentracién proteica (en un rango de 5,5 a 10,5% p/p),
manteniendo constante la relacion proteina/calcio incorporado. Luego se fijo una
concentracion (7,5% p/p y 15 mM de CaCl,) y se evaluo el efecto de la temperatura
méaxima de plateau en ciclos térmicos en redmetro con velocidades de calentamiento y
enfriamiento de 20 °C/min. Para comparar con las propiedades térmicas se aplico un ciclo
térmico con plateau a 90 °C en el reGmetro a una dispersion al 7,5% p/p y 15 mM de calcio
a una velocidad de calentamiento y enfriamiento de 1 °C/min igual a la utilizada en el
DSC.

3.1. Condiciones criticas de gelificacion

3.1.1. Concentracion Critica

La CC de gelificacion evaluada en ciclos térmicos calentando hasta 90 °C y con
velocidades de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min disminuyé con la presencia de
calcio en una relacion proteina/calcio de 0,5% p/p de proteina/mM de CaCl,. La
disminucion se verifico tanto en A8 como en A10, la CC de gelificacion fue de 7,5 y 5,5%
p/p respectivamente (ver mas adelante valores de tan 6 en la Tabla 12, Seccion 3.2.1. sobre
el comportamiento reologico), es decir en un nivel inferior de concentracion, comparando
con las muestras sin calcio adicionado. Esta disminucion de la CC se debié probablemente
a la capacidad del ion calcio para establecer puentes ionicos entre los restos de
aminoacidos cargados negativamente de las proteinas de caupi. Los puentes idnicos se
sumarian a las otras interacciones, permitiendo que la matriz tuviera una estructura
tridimensional con caracteristicas de gel a menor concentracion proteica. Por otra parte, la
presencia de calcio produjo una disminucién del pH hasta 6,4 + 0,2. Este descenso se debe

a que el ion calcio compite por sitios de union con protones, los que son liberados al medio
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(Kroll, 1984). Esta disminucion del pH probablemente contribuy6 a disminuir la carga
superficial de las proteinas, disminuyendo la repulsion electrostatica y facilitando también

la asociacion entre polipéptidos.

3.1.2. Temperatura critica o tiempo critico de gelificacion.

La TC de gelificacion se evalud en dispersiones proteicas al 7,5% p/p y CaCl, 15
mM realizando ciclos téermicos con temperatura de plateau variable. La TC, definida como
aquella en que la tan & fuera menor a 0,3, al finalizar el plateau y el ciclo térmico, fue 80
°C para ambos aislados (ver méas adelante valores de tan & en la Tabla 14, Seccion 3.2.2.
sobre el comportamiento reologico). Sin embargo, a cualquier temperatura maxima
ensayada se encontrd que al final del plateau los valores de G fueron iguales o superiores
a los de G™". Para 50, 60 y 70 °C el Pgc, definido como el punto en que G igual6 a G™,
ocurrié durante el plateau, mientras que para el resto de los ciclos con temperaturas
méaximas mayores, el Pgc se verificd durante el calentamiento, a ca. 70 °C (Tabla 10).
Notablemente, la presencia de calcio cancel6 ciertas diferencias entre A8 y A10 ya que el
efecto del aumento de la temperatura de plateau fue el mismo en ambos aislados, cabe
sefialar que sin calcio adicionado, A8 no lograba gelificar al 7,5% p/p y A10 si lo hacia.
Considerando que a 50, 60 o0 70 °C no se superd la Td de las proteinas, estos datos sugieren
que la presencia de calcio favorecio el establecimiento de interacciones que no necesitaron
alto grado de desnaturalizacién proteica, pero que no llegaron a formar una matriz
suficiente como para llegar al Py3. Cuando se realizaron ciclos con temperaturas de
plateau mayores o iguales a 80 °C, pudieron favorecerse otras interacciones que
permitieron llegar a una matriz viscoelastica con tan 6 menor a 0,3. Estas interacciones
podrian ser del tipo hidrofébicas dado que ocurrieron con el aumento de la temperatura,
favorecidas principalmente hasta los 90 °C, a los 95 °C los cambios no fueron
significativos (p>0,05; Tabla 10). Si bien Scilingo y Afion (2004) reportaron disminucion
de la hidrofobicidad superficial de aislado proteico de soja por la presencia de calcio, como
también un efecto de enmascaramiento de grupos sulfhidrilos libres, en la gelificacion de
las proteinas de caupi en presencia de calcio, las interacciones hidrofébicas presentarian un
rol importante. Sin embargo, el efecto reportado por estas autoras podria ser el responsable
de disminuir las diferencias en hidrofobicidad de los aislados A8 y A10, y en sus

capacidades de gelificacion.
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Tabla 10: Pec y Py 3 de A8 y A10 con CaCl; a diferentes temperaturas de plateau.

Tt P Pos i

A8-Ca 50 2,28 + 0,12a (min) oo

60 0,37 % 0,03b (min) ©

70 0,00 + 0,00c (min) ©

80 72,25+225A (°C) 2,94 +0,41a

90 70,80 +0,20A (°C) 0,65+ 0,10b

95 70,30+0,30A (°C) 0,50+ 0,15b
A10-Ca 50 2,30 % 0,26a (min) o

60 0,32 % 0,02b (min) oo

70 0,00 + 0,00c (min) oo

80 70,40+ 0,40A (°C) 0,17 +0,17b

90 70,55+ 0,25A (°C) 0,26 +0,01b

95 70,60+ 0,10A (°C) 0,47 +0,12b

Dispersiones proteicas al 7,5% p/p y 15 mM de CaCl,. Ciclos térmicos en redmetro con velocidad
de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, con plateau de 20 min a temperatura variable.
Promedio + error estandar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05). Letras mayusculas fueron utilizadas para temperaturas y letras mindsculas
para tiempos. (o0: no se alcanzo el Py za ningun tiempo del ensayo).

Estos datos sugieren entonces que la presencia de calcio favorecid el
establecimiento de interacciones que no necesitan alto grado de desnaturalizacion (podrian
ser las de tipo puente de calcio), pero para alcanzar una matriz viscoelastica suficiente para
formar un buen gel se requiri6 la desnaturalizacion proteica para establecer mas

interacciones durante el calentamiento (del tipo hidrofobicas).
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3.1.3. Relacion con propiedades térmicas

Los termogramas obtenidos a partir de dispersiones proteicas al 7,5% p/p y 15 mM
CaCl, mostraron un corrimiento de la endoterma hacia mayores temperaturas que las
muestras sin calcio, las Td aumentaron 4,6 y 3,8 °C para A8 y A10 respectivamente (Tabla
11). Estos aumentos indican que la presencia de calcio estabiliz6 térmicamente a las
proteinas de caupi. Scilingo y Afion (2004) y Speroni et al. (2010a), quienes trabajaron con
proteinas de reserva de soja enriquecidas en calcio, encontraron que la presencia de calcio
podia estabilizar o desestabilizar térmicamente las proteinas dependiendo de la
concentracion de calcio adicionado y del tipo y proporcion de proteina presente en los
aislados proteicos de soja. Estos autores explicaron que la estabilizacion térmica era
posible por la presencia de complejos proteina-calcio con mayores Td, y la
desestabilizacion por la disminucion de interacciones hidrofobicas que mantienen la
estructura proteica (razén por la cual se lo ubica al ion calcio al final de la serie de
Hoffmeister como desestabilizante de la estructura proteica). EI aumento de la Td de las
proteinas de las APC en presencia de calcio, concuerda con el aumento en la TC de

gelificacion hasta 80 °C que se encontr6 en la Seccidn anterior.

Tabla 11: Propiedades térmicas y Ppc de A8 y A10 sin y con CaCls,.

AH (J/g) Td (°C) Tonset (°C)  Toffset (°C) Pec (°C)
Cicloa 90 °C
A8
OmM  658+006a 76,74+0,36b 70,00+ 1,26b 81,60+0,26b 49,50 +2,39*
15mM  660+005a 81,38+0,09a 7366+015a 86,74+0,14a 57,25+ 2,35h
A10
OmM  559+007c  77,85+0,150 70,04+0,21b 82,12+0,20b 77,55+ 2,05
15mM  600+008b 81,70+0,02a 74,47+0,35a 87,10+0,04a 44,50 + 3,36¢

Dispersiones proteicas al 7,5% p/p de A8 y A10 sin (0 mM) y con CaCl, (15 mM). Calorimetria y
ciclos térmicos en redmetro (con plateau de 20 min a 90 °C) a 1 °C/min. Promedio % error
estandar. Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). (*:
temperatura durante la etapa de enfriamiento).
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La presencia de calcio aumentd la entalpia de desnaturalizacion (AH) en A10 pero
no en A8 en las condiciones ensayadas (Tabla 11). El calcio favoreceria interacciones
cuyas rupturas fueron endotérmicas, como interacciones dependientes de calcio o puentes
de hidrogenos, que se habrian podido establecer entre los polipéptidos de A10, pero no
entre los de A8.

En los ensayos de gelificacion realizados calentando a 1 °C/min (velocidad
empleada también en los ensayos de DSC) se observé que el Pec y un gran aumento en la
tasa de crecimiento de los modulos se produjeron a temperaturas menores a 60 °C (Tabla
11 y Figura 10b). Estos resultados refuerzan la idea de que en presencia de calcio las
proteinas de caupi comenzaron la gelificacion con un grado muy bajo de desnaturalizacion,
concordando con los datos obtenidos en los ensayos de gelificacion realizados calentando a

20 °C/min de la Seccién anterior.
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Figura 10: Proceso de desnaturalizacion térmica y proceso térmico de gelificacion de dispersiones
de A10 al 7,5% p/p a) sin calcio y b) con 15 mM de calcio. Velocidad de calentamiento a 1 °C/min
en ambos procesos. Flujo de calor (=), G" (=) y G"" (=).

La Figura 10 muestra el proceso de desnaturalizacion térmica (obtenido por DSC)
superpuesto al proceso de gelificacion térmica (obtenido por reologia) en funcion de la
temperatura (ambas determinaciones a 1 °C/min). Durante el calentamiento en ausencia de
calcio (Figura 10a) el Pgc coincide con la Td (en A10) y el crecimiento abrupto de los
modulos G y G se produce al finalizar el proceso de desnaturalizacion proteica. En
cambio, con la presencia de calcio (Figura 10b) el Pgc ocurre a bajas temperaturas (ca. a 50
°C para ambos aislados) y el crecimiento de los mddulos ocurre de manera gradual y antes

del comienzo del proceso de desnaturalizacion. Las interacciones dependientes de calcio
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serian las responsables del aumento de los mddulos en la primer etapa con bajo grado de
desnaturalizacion y las interacciones hidrofobicas las de la segunda etapa, donde las
temperaturas son mayores, y las proteinas se desnaturalizan exponiendo mayor cantidad de
sitios hidrofdbicos.

Al igual que en las muestras sin calcio, la disminucion de la velocidad de
calentamiento provocé que el inicio de la gelificacion ocurriera antes (Pec a 20 °C/min fue

ca. 70 °C (Tabla 10) y a 1 °C/min ca. 50 °C (Tabla 11), en promedio para ambos aislados.

3.2 Comportamiento reoldgico

Al analizar las curvas de los médulos G” y G en funcidn del tiempo se observo
que la presencia de calcio aumentd los valores iniciales de ambos modulos en las
dispersiones proteicas de A8 y A10 (p<0,05, Figura 11). Si bien estos valores iniciales
fueron menores a 1 Pa y la componente viscosa fue mayor a la elastica, este aumento
reflejé las asociaciones entre polipéptidos inducidas por el ion calcio, ocurridas en las
dispersiones sin tratamiento térmico. Al aumentar la temperatura G” y G™* sufrieron una
disminucion hasta 52,05 + 0,36 °C (minimo de médulos sin diferencias significativas con
las dispersiones sin calcio (p>0,05); Figura 1l1a). La desestructuracion de la matriz
viscoelastica por el aumento de la temperatura sugiere que las interacciones que mantenian
dicha matriz eran puentes de hidrogeno o de calcio, interacciones bajo control entalpico
(Myers, 1990). A partir de los 52,05 °C G™” aumentd hasta un méaximo parcial detectado a
65,86 + 1,48 °C (temperatura 12 °C menor que el observado en ausencia de calcio). Por su
parte G” aumentd mas lentamente y el maximo parcial fue a 74,72 + 0,04 °C, por lo que los
maximos parciales de G" y G™” dejaron de ser simultaneos como en las muestras sin calcio,
lo que podria deberse a las nuevas interacciones dependiente de calcio (Figura 11a).
Durante el plateau los modulos crecieron (cuando las temperaturas fueron mayores a 70
°C) y cuando comenzé el enfriamiento el crecimiento fue més rapido que durante el

plateau al igual que las muestras sin calcio (Figura 11b).
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Figura 11: Modulos G” (m) y G (o) y temperatura (A) en funcién del tiempo de dispersion
proteica al 7,5% p/p de A10 con 15 mM de CaCl,. a) Etapa de calentamiento: Temperaturas de
minimos y maximo parciales de G" y G™". b) Ciclo térmico completo: etapa de calentamiento de 20

a 95 °C a 20 °C/min; etapa de plateau de 20 min a 95 °C, y etapa de enfriamiento de 95 a 20 °C a

20 °C/min.
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3.2.1. Efecto de la concentracion proteica

Los valores de G” a cada concentracion proteica aumentaron con la incorporacién
de calcio, tanto al final del plateau como al final del ciclo, comparando con las muestras
sin calcio adicionado. Al igual que en las muestras sin calcio, el aumento de la
concentracion proteica en los geles con calcio incorporado aumentd el valor de G™ (Figura
12) y una vez alcanzada la CC los valores de tan 6 de los geles obtenidos no fueron funcion
de la concentracion proteica (Tabla 12) tanto cuando se evaluaron estos parametros al
finalizar el plateau a 90 °C como al finalizar la etapa de enfriamiento. Con respecto a los
dos APC, al finalizar el plateau a 90 °C, a 7,5 % p/p, los mddulos de los geles de A8
fueron menores que los de A10, sin embargo a mayor concentracion y al evaluar G” al
finalizar la etapa de enfriamiento la presencia de calcio cancelo las diferencias entre los
modulos de los geles formados por ambos aislados (Figura 12a y b), las tan & no
presentaron diferencias significativas en ninguna de las condiciones entre ambos aislados
(p>0,05; Tabla 12). Es probable que la cantidad de sitios con carga negativa, que servirian
al ion calcio para establecer puentes, fuera equivalente en ambos aislados, ya que la
composicion polipeptidica fue indistinguible (Seccion 2.1. del Capitulo 1). A altas
concentraciones proteicas y de calcio, el componente dado por las interacciones
electrostaticas dependientes de calcio probablemente enmascard la mayor habilidad de A10
para establecer interacciones hidrofobicas.

La presencia de calcio indujo una disminucion en la tan & al final del plateau con
respecto a las dispersiones sin calcio adicionado (ca. 0,17 para muestras sin calcio y ca.
0,09 para las muestras con calcio; p<0,05). Pero al evaluar la tan 6 al finalizar la etapa de
enfriamiento, no hubo diferencias significativas entre las muestras con o sin calcio (valores
ca. 0,20) (Tabla 12). Esto sugiere que el calcio promovié el establecimiento de
interacciones favorecidas por el calentamiento que aumentaron el componente elastico,
como se postuld también cuando se analizé el comienzo de la gelificacion en la Seccion
3.1.2.
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Figura 12: Mdédulo G” (a 1 Hz) en funcién de la concentracion proteica de A8 (celeste) y A10
(naranja) sin y con calcio (en una relacion de 0,5 % p/p de proteina/mM de CacCl,). Ciclo térmico
en redmetro con velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, a) al finalizar el plateau
de 20 min a 90 °C, b) al finalizar la etapa de enfriamiento hasta 20 °C. Promedio + error estandar.
Letras distintas en cada panel indican diferencias significativas (p<0,05). A8-sin calcio (=) y A8-
con calcio (m). A10-sin calcio (=) y A10-con calcio (m).

El crecimiento relativo de G” durante la etapa de enfriamiento (Q) fue ca. 5y no
fue funcion de la concentracion proteica una vez superada la CC (p>0,05; Tabla 12). No se
observaron diferencias significativas (p>0,05) con las muestras sin calcio a las mayores
concentraciones que se discutieron en la Seccién 1.2.1. Tampoco se encontraron
diferencias significativas entre los valores de Q de cada aislado (p>0,05; Tabla 12). Estos
resultados indican que en la gelificacién térmica con incorporacién de calcio las
interacciones principales que se dan para formar geles mas elasticos y con menor tan 6
ocurririan en la etapa de calentamiento y durante el enfriamiento se reforzarian dichas

interacciones.
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Tabla 12: Viscoelasticidad (tan ) y Q en funcion de la concentracion proteica de A8 y
A10 con CaCls.

Concentracién (% p/p) tan 6-90°C tan 6-20°C Q
A8-Ca 55 0,48 £0,01a 0,35+ 0,10a 12,8 +1,0a
7,5 0,09 + 0,00b* 0,19 + 0,00b* 4,9+0,1b
9 0,09 + 0,00b 0,20 + 0,00b 53+0,2b
10,5 0,09 + 0,00b 0,20 + 0,00b 45+0,2b
A10-Ca 5,5 0,08 + 0,00b* 0,17 = 0,00b* 4,4 +0,1b
75 0,08 + 0,00b 0,20 + 0,00b 4,4+0,2b
9 0,09 + 0,00b 0,20 + 0,00b 4,2+0,5b
10,5 0,09 + 0,00b 0,20 + 0,00b 7,0+ 2,5b

Relacion proteina/calcio de 0,5% p/p de proteina/mM de CacCl,. Ciclo térmico en reémetro con
velocidad de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, con plateau de 20 min a 90 °C y etapa de
enfriamiento hasta 20 °C. Promedio + error estandar. Letras distintas en una misma columna
indican diferencias significativas (p<0,05). (*: CC).

Los valores de G” de los geles con calcio en funcién de la concentracion proteica se
ajustaron a la ley de la potencia, pero en este caso el ajuste fue mejor (R > 0,94) cuando el
rango de concentracion proteica fue de 7,5 a 10,5% p/p, a diferencia de las muestras sin
calcio que se ajustaron en todo el rango estudiado (5,5 a 12,0% p/p). La incorporacion de
calcio disminuy6 el valor del exponente b en ambos aislados y no hubo diferencias
significativas (p>0,05) al comparar el valor de b obtenido del ajuste al finalizar el plateau a
90 °C o al finalizar la etapa de enfriamiento (Tabla 13). EI menor valor de b indicaria
menor dependencia de G” con la concentracion proteica, lo que concuerda con que las
proteinas tendrian mas capacidad para interaccionar entre ellas por la presencia de calcio,

dando una matriz diferente a la de las muestras sin calcio.
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Tabla 13: Exponente b de la ley de la potencia (G” = a C") de A8 y A10 sin y con CaCl,.

b (90 °C) b (20 °C)
A8 8,57 + 0,05a A8 9,80 + 0,22a
A8-Ca 5,83 + 0,44b A8-Ca 5,58 + 0,64b
A10 8,64 + 1,09a A10 9,05 + 0,68a
A10-Ca 2,74 + 0,45¢ Al10-Ca 3,88 + 0,49c

Los valores de b se calcularon a partir de los valores de G" a 1 Hz, al finalizar la etapa de
calentamiento (90 °C) y al finalizar la etapa de enfriamiento (20 °C). Rango de concentracion (C)
de 5,5 a 12,0% p/p para las muestras sin calcio y de 7,5 a 10,5% p/p para las muestras con calcio
(R? > 0,94). Promedio * error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

3.2.2. Efecto de la temperatura de plateau

En los ensayos de gelificacion con temperatura de plateau variable se observo que
en los ciclos con temperaturas hasta 70 °C, se formaron matrices con cierto nivel de
estructura (se llegd al Pec como se discutio en la Seccion 3.1.2.) pero con valores
relativamente bajos de los modulos y tan 6 mayores a 0,3. A partir de 80 °C los valores de
los médulos G” al finalizar el plateau aumentaron considerablemente. Los mayores valores

de G se encontraron a 90 °C (Figura 13a).
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Figura 13: Modulo G™ (a 1 Hz) en funcién de la temperatura de plateau de dispersiones proteicas
al 7,5% p/p con 15 mM de CaCl, de A8 (=) y A10 (=). Ciclos térmicos en redémetro con velocidad
de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, a) al finalizar el plateau de 20 min a temperatura
variable, b) al finalizar la etapa de enfriamiento hasta 20 °C. Promedio + error estdndar. Letras
distintas en un mismo panel indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla 14: Viscoelasticidad (tan 6) y Q en funcion de la temperatura de plateau de A8 y
A10 con CaCl,.

Tg?gfart%‘;“ura tan 8-l final del (a0 §-20 °C Q

(°C) plateau

A8-Ca 50 036+0,16b  086+003a  129+36¢
60 038+006b  053+002b  741+197ab
70 078+005a  044+00lc  5L7+10b
80 011+00lc* 018+001d*  38+05d
90 009+000c  0,19+0,00d 49+01d
95 009+000c  0,19+0,00d 52402

A10-Ca 50 034+014b  08+005a  150%14c
60 088+036a  054+00lb  760+16a
70 073+025ab  054+005b  624+165ab
80 011+00lc* 022+003d*  39+02d
90 008+000c  0,17+0,01d 6,0+02d
95 008+000c  017+0,01d 54+04d

Dispersiones proteicas al 7,5% p/p con 15 mM de CaCl,. Ciclo térmico en reémetro con velocidad
de calentamiento y enfriamiento de 20 °C/min, con plateau de 20 min a temperatura variable, y
etapa de enfriamiento hasta 20 °C. Promedio + error estandar. Letras distintas en una misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05). (*: TC).

A partir de 80 °C, los valores de tan 6 al finalizar el plateau fueron entre 0,11 +
0,01 y 0,08 + 0,00, sin diferencias significativas al aumentar la temperatura (p>0,05; Tabla
14), valores que resultaron los mas bajos encontrados en el presente trabajo. Este cambio
abrupto entre 70 y 80 °C pudo estar relacionado con que a 70 °C, si bien las interacciones
hidrofobicas se favorecen, al haberse aumentado la Td por la presencia de calcio (Td de A8
y Al10 fueron 81,4 y 81,7 °C respectivamente), las proteinas no se encontraban
desnaturalizadas, lo que limité el grado de entrelazamiento. Luego de 20 min a 80 °C (y los
ciclos de mayores temperaturas) la desnaturalizacion permitié la formacién de una matriz
mas elastica, confirmando el rol de la desnaturalizacion como requisito para favorecer la

gelificacion. Como al aumentar la temperatura del plateau de 90 a 95 °C, los valores de los
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maodulos disminuyeron (Figura 13a), se concluye que las interacciones que se favorecieron
entre las proteinas desnaturalizadas serian de tipo hidrofébico. No se encontraron
diferencias significativas entre A8 y A10 al finalizar la etapa de plateau a cada temperatura
(p>0,05; Figura 13a), lo que reforzaria la idea de que el calcio anulo las diferencias en
hidrofobicidad inicial que presentaban ambos aislados.

Una vez finalizado el ciclo (20 °C), las interacciones aumentaron o se reforzaron
incrementando considerablemente los modulos (Figura 13b), pero al igual que en las
muestras sin calcio la tan 6 aumentd a causa de la etapa de enfriamiento en los ciclos a
partir de 80 °C (Tabla 14). El crecimiento relativo de G (Q), en los ciclos de bajas
temperaturas (menores a 80 °C) fue alto, pero no suficiente para alcanzar valores de tan 6
menores a 0,3. En los ciclos de mayores temperaturas Q fue ca. 5, al igual que en los ciclos
sin calcio (Tabla 8). Cuando las temperaturas maximas fueron 90 o 95 °C, se encontraron
diferencias significativas (p<0,05) entre los valores de G” de A8 y A10 (Figura 13b), no asi
en los valores de tan 6 (Tabla 14). Se observo que la presencia de calcio reforzd la
estructura de la matriz y a bajas concentraciones (7,5% p/p) las diferencias entre A8 y A10
se cancelaron a temperaturas menores o iguales a 80 °C, a mayores temperaturas (90 y 95
°C) las diferencias se evidenciaron (concordando con lo encontrado en la Seccidn anterior
al variar la concentracion). El efecto de la temperatura en las diferencias entre A8 y A10

fue opuesto a las muestras sin calcio.

4. Conclusiones parciales

La capacidad de formar geles de los APC es semejante a la de otras proteinas
vegetales de reserva. Dado que en ambos aislados la gelificacién comenzé antes de que se
alcanzara un alto grado de desnaturalizacion, nuestros resultados sugieren que las proteinas
de caupi presentan una importante capacidad de establecer interacciones entre si.

Las modificaciones estructurales generadas por la extraccion a pH 10,0 en las
proteinas del aislado de caupi modificaron las propiedades de gelificacion. En términos de
concentracion critica, A10 necesitd menor concentracién que A8 para formar un gel de
determinadas caracteristicas. A las menores temperaturas en que se formaron geles (70 y
80 °C) A10 genero geles mas elasticos que A8, mientras que a las temperaturas mas altas
(90 y 95 °C) las diferencias entre A8 y A10 se cancelaron, probablemente por el mayor

grado de desnaturalizacion.
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Las condiciones de concentracién proteica, temperaturas y velocidades de
calentamiento afectaron el comportamiento reoldgico de las dispersiones. La matriz de los
geles estuvo principalmente estabilizada por interacciones favorecidas por el enfriamiento
como puentes de hidrégeno. Los valores de G™ al final del ciclo sugieren que en las
condiciones estudiadas de concentracion proteica y fuerza ionica se pueden obtener geles
de APC con buenas caracteristicas reoldgicas con tratamientos térmicos a 80 °C, una
temperatura relativamente baja para la gelificacion de proteinas vegetales, lo que permitiria
un ahorro de energia y podria favorecer la conservacion de ciertos nutrientes.

El pre-tratamiento con APH provocd un proceso térmico de gelificacion de APC
mas sensible a la concentracion proteica. A bajas concentraciones el pre-tratamiento no
favorecio la gelificacion. En cambio a altas concentraciones (a partir de 10,5% p/p) el pre-
tratamiento con APH permitié obtener geles térmicos a menores temperaturas (50 o 60 °C)
a partir de ambos aislados. A estas concentraciones las APH generaron dispersiones con
predominio del componente elastico sobre el viscoso (a causa de interacciones de tipo
puente de hidrégeno) y el calentamiento permitid establecer interacciones hidrofobicas
logrando geles a menor tiempo y temperatura que las muestras sin presurizar, manteniendo
las diferencias entre A8 y A10. El nivel de presion utilizado en el pre-tratamiento influy6
en el grado de desnaturalizacion proteica obtenido y en el efecto sobre la gelificacion. La
desnaturalizacion parcial (400 MPa) mejoraria la elasticidad de los geles de Al10 a
cualquier temperatura ensayada, mientras que no afecté la elasticidad en A8. La
desnaturalizacion completa (600 MPa) favoreceria la elasticidad de los geles de A8 y A10
en ciclos con temperatura maxima de 70 y 80 °C. Dado que las APH favorecerian las
interacciones que ocurren principalmente en la etapa de calentamiento de la gelificacion
térmica, se podrian emplear en estrategias de gelificacién a temperaturas relativamente
bajas (50 - 60 °C) y texturizar alimentos que se consumen en caliente.

La incorporacion de calcio permitié obtener geles térmicos de APC a menor
concentracion proteica pero con ciclos térmicos a mayor temperatura. La presencia de
calcio favorecid el establecimiento de interacciones que no necesitan alto grado de
desnaturalizacion (interacciones tipo puente de calcio), pero para alcanzar una matriz
viscoelastica suficiente para formar un gel se requirio la desnaturalizacion proteica para
establecer interacciones durante el calentamiento (del tipo hidrofobicas). A bajas
concentraciones (7,5% p/p) las diferencias entre A8 y A10 se cancelaron a temperaturas
menores o0 iguales a 80 °C, a mayor temperatura (90 y 95 °C) las diferencias se

evidenciaron.
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Seleccion de las condiciones experimentales

A partir de los resultados del Capitulo 11 concluimos que A10 presentaba mejores
propiedades de gelificacion que A8, ya que exhibié menor concentracion critica, menor
temperatura critica y mayores valores de los mdédulos G y G™". De esta manera, en este
Capitulo se analizaron las caracteristicas de dispersiones proteicas de A10 sometidas a TT
0 a TAPH, cada uno en dos niveles, 70 0 90 °C, y 400 o 600 MPa. Las temperaturas de los
TT se eligieron por ser una inferior y otra superior a la temperatura de desnaturalizacion.
Los niveles de presion para los TAPH fueron elegidos por alcanzar grados de
desnaturalizacion en un caso alto y en el otro completo. En los cuatro casos, los
tratamientos habian provocado cambios conformacionales importantes, que fueron
descriptos en el Capitulo I. En la primera parte del presente Capitulo se evalu6 el efecto de
la concentracién proteica; en el rango de 7,5 a 13,5% p/p, donde se habian obtenido geles
conel TT a 90 °C en el redbmetro a una velocidad de calentamiento de 20 °C/min (Capitulo
I1). En la segunda parte del presente Capitulo, se estudié el efecto de la incorporacion de
calcio variando la concentracion entre 0 y 40 mM, trabajando con la menor concentracion

proteica (7,5% p/p).

1. Dispersiones proteicas de A10 sometidasa TT o TAPH

1.1. Comportamiento reoldgico

Se analizé el efecto de la concentracion proteica para cada tratamiento realizando
barridos de frecuencia en el rango de viscoelasticidad lineal de las dispersiones, luego de
un almacenamiento a 4 °C durante 12 h. Se evaluaron los espectros mecanicos (G"y G™” en
funcion de la frecuencia) y los parametros G” y tan 6 a 1 Hz.

Clark y Ross-Murphy (1987) describen un espectro mecanico tipico de gel como
aquel en que al graficar en escala logaritmica los modulos en funcion de la frecuencia, se
obtienen dos lineas practicamente horizontales, siendo G~ de magnitud mayora G en 1 o
2 oOrdenes logaritmicos, y ambos muestran un leve aumento a las mayores frecuencias. Los
geles débiles muestran mayor dependencia con la frecuencia. La frecuencia del ensayo es
inversamente proporcional al tiempo durante el cual se aplica la deformacion (o = 1/t), es
por ello que a menor frecuencia, mayor es el tiempo de deformacion, por lo que se pueden

romper interacciones intermoleculares, dando valores de G" y G™” mas bajos (Renkema y
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van Vliet, 2002). Por otro lado, cuando no se llega a las condiciones necesarias para la
gelificacién, se puede calificar a las dispersiones proteicas como dispersiones o soluciones
entrelazadas, las cuales presentan un espectro mecanico con G” menor a G para la mayor
parte del rango de frecuencias, gran dependencia con la frecuencia y se puede encontrar un
punto de cruce entre los modulos (Mooney et al., 1959; Clark y Ross Murphy, 1987). Para
evaluar la dependencia de los médulos G" y G™ con la frecuencia, los espectros mecénicos
se ajustaron a un modelo potencial (o ley de la potencia): G'=G* f"y G =G""* ",
siendo G™* y G""* los mddulos cuando la frecuencia (f) es 1 Hz y los exponentes n y m
representan la dependencia con la frecuencia.

En la Figura 1 se muestran los espectros obtenidos y en la Tabla 1 los pardmetros
del ajuste al modelo potencial de las dispersiones tratadas de A10 a diferentes
concentraciones con los diferentes tratamientos. A baja concentracion (7,5% p/p) no se
obtuvieron geles con ninguno de los tratamientos aplicados. Las dispersiones sometidas a
TT mostraron espectros mecéanicos caracteristicos de las soluciones entrelazadas (Figura 1a
y b); a baja frecuencia G” fue menor a G y a altas frecuencias esta relacion se invirtio.
Las dispersiones tratadas con APH mostraron espectros de muy bajo mddulo elastico,
incluso algunos valores de G” no fueron detectados por el redmetro. Solo en la dispersion
al 7,5%, tratada con 400 MPa, se observé el punto de cruce entre los mddulos G" y G™
(Figura 1c), caracteristico de solucion entrelazada como definieron Mooney et al., (1959) y
Clark y Ross Murphy (1987). A otras concentraciones también se obtuvieron espectros de
soluciones entrelazadas por TAPH pero no se encontraron puntos de cruce entre los
maodulos, el valor de G” fue muy bajo a todas las frecuencias (Figura 1d, g, h, y k). Para las
soluciones entrelazadas los exponentes n y m tomaron valores entre 2,25 + 0,34 y 0,94 +
0,00, en las muestras con TAPH se observo que a medida que aumento la concentracion
proteica disminuyeron significativamente los exponentes (p<0,05) (Tabla 1). Los espectros
tipicos de geles se obtuvieron por TT a partir de 9,0% p/p a 90 °C y a partir de 10,5% p/p a
70 °C (Figura 1f, y i, respectivamente). En las muestras con TAPH, los espectros de geles
solo se obtuvieron a partir de 12,0% p/p a 600 MPa 'y a 13,5% p/p a 400 MPa (Figura 1p y
s, respectivamente). A partir de dichas concentraciones, la dependencia de los médulos con
la frecuencia fue menor y los exponentes n y m tomaron valores entre 0,57 = 0,01 y 0,08 +
0,01. El aumento de la concentracion proteica disminuyd significativamente el valor de los
exponentes (p<0,05) (Tabla 1).
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Figura 1: Espectros mecanicos de dispersiones proteicas de A10 a diferentes concentraciones (de
7,5a 13,5% p/p) sometidasa TT: a,e,i,myqg,a70°Cyb,f, j,nyr,a90°C;o0aTAPH:c, g, Kk,
oysad400 MPayd, h,I,pyta600 MPa. G" (m) G™" ().
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Tabla 1: Ajuste al modelo potencial de los modulos G y G™ en funcién de la frecuencia
(f) (Gr — Gr* fn y Grr — Grr* fl’l’l)

% G'* n R? G ’* m R?
70 °C 7,5 0,42 +0,00f 1,60+0,31bc 0,9558 0,35+0,0l1e 1,41+0,06ab 0,9020
9,0 9+ 1f 0,55 + 0,05e 0,8370 5+ 0e 0,45 + 0,06ef 0,7778
10,5 68 + 5ef 0,22 £ 0,01efg 0,9721 21 +£2e 0,18 £ 0,01fg 0,9260
12,0 447 +118de 0,15+ 0,00efg 0,9972 99 + 22de 0,14 £ 0,00fg 0,9432
13,5 643 + 36d 0,15 + 0,00efg 0,9979 151 + 5cd 0,16 + 0,00fg 0,9692
90 °C 7,5 0,47 +0,09f 2,00+ 0,28ab 0,9474 0,85%0,18e 1,46 £ 0,57a 0,8248
9,0 133 + 25ef 0,19 £ 0,01efg 0,9990 38 +4e 0,20 £ 0,02efg 0,9958
10,5 1322 + 92¢ 0,10 + 0,009 0,9991 204 + 12c 0,08 + 0,009 0,9626
120 3796+121b 0,11 +0,00fg 0,9989 648 + 22b 0,08 + 0,009 0,9634
135 7962+329a 0,12 £ 0,00fg 0,9992 1567+98a 0,10+ 0,00fg 0,9900
400 MPa 7,5 0,27 + 0,16f 2,25+ 0,34a 0,9801 0,27 +0,09 1,56 +£0,21a 0,8627
9,0 0,04 £ 0,02f 1,18 +0,18d 0,5999 0,25+0,01e 1,04+0,01bc 0,9882
10,5 0,08 +0,04f 1,21+0,16cd 0,7947 0,68 +0,06e 0,94 +0,00cd 0,9976
12,0 19 + 2f 0,33 + 0,03efg 0,9956 12 + 1e 0,44 + 0,01ef 0,9987
13,5 276 +9def 0,15 £ 0,00efg 0,9994 70 + 2de 0,19 + 0,01fg 0,9742
600 MPa 7,5 0,09 +0,01f 1,80 £ 0,24b 0,8059 0,40+0,0le 1,04+0,01bc 0,9726
9,0 0,05 + 0,02f 1,02 +0,21d 0,6445 0,52 +0,00e 0,96 + 0,00c 0,9951
10,5 5+ Of 0,49 + 0,02¢f 0,9935 5+ 0e 0,57 £0,01de 0,9999
12,0 294 +28def 0,16 + 0,01efg 0,9998 71 +5de 0,18 + 0,01fg 0,9793
13,5 1374 + 14c 0,11 + 0,00fg 0,9996 235+ 5¢ 0,09 + 0,00fg 0,9507

Parametros correspondientes a los espectros mecanicos de la Figura 1 de dispersiones proteicas de
A0 a diferentes concentraciones (% p/p) sometidasa TT (70 o0 90 °C) o TAPH (400 o 600 MPa).

Promedio =+

error estandar.

significativas (p<0,05).

Letras distintas en una misma columna

indican diferencias
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Para cada muestra n fue mayor que m, indicando que G" dependi6 més de la
frecuencia que G en todos los casos. Renkema y van Vliet (2002) y Renkema et al.
(2002) atribuyen esta dependencia de G” con la frecuencia a ruptura de interacciones
moleculares débiles y reordenamiento de la matriz, caracteristico de geles débiles. Por lo
tanto, a medida que disminuye la dependencia con la frecuencia (el exponente n tiende a
cero) la estructura de los geles estaria establecida por enlaces mas fuertes, o bien por un
mayor numero de enlaces, donde no se producen reordenamientos, comportamiento
caracteristico de geles fuertes que soportan mayor deformacion.

En la Figura 2 se presentan fotografias de las dispersiones y los geles obtenidos y
sus respectivos valores de tan & a 1 Hz (viscoelasticidad). Para las concentraciones a las
cuales se obtuvieron espectros mecdnicos tipicos de geles se cumplié que la tan 6 fue
menor a 0,3 (definicion arbitraria de concentracion critica que se adopté en el Capitulo 1),
para espectros tipicos de soluciones entrelazadas la tan & fue mayor a uno y para los casos
de geles débiles (9,0% a 70 °C, 10,5% a 600 MPa y 12,0% a 400 MPa) la tan 6 tomd
valores entre 1 y 0,6. Se obtuvieron geles auto-portantes a diferentes concentraciones
segun el tratamiento aplicado; en el caso de APH a 400 MPa solamente a 13,5%, a 600
MPa a partir de 12,0%, mientras que en el caso de los TT, desde 10,5%, condiciones en las
cuales se encontraron los menores valores de tan ¢ y del exponente n (Figura 2 y Tabla 1).
Comparando los geles auto-portantes al 13,5%, se encontrd que el de menor tan & y menor
n (0,16 + 0,00 y 0,11 + 0,00, respectivamente) se obtuvo con el TAPH a 600 MPa, seguido
del TTa 90 °C (0,19 + 0,00 y 0,12 + 0,00) (p<0,05), mientras que a 70 °C y 400 MPa estos
pardmetros tomaron valores mayores (0,24 + 0,01 y 0,15 %= 0,00) sin diferencias
significativas entre estos tratamientos (p>0,05).

Los valores del modulo G™ a 1 Hz en funcion de la concentracidn proteica y para
cada tratamiento se muestran en la Figura 3 y coincidieron con los obtenidos con el ajuste
de los espectros al modelo potencial (G™*) de la Tabla 1. Los mayores valores de G™ se
encontraron para 12,0 y 13,5% p/p con el tratamiento a 90 °C. En ambos tipos de
tratamiento se observd un efecto del nivel, encontrandose diferencias significativas
(p<0,05) entre 70 y 90 °C a partir de 10,5% p/p y entre 400 y 600 MPa a partir de 12,0%
p/p. En principio este efecto del nivel se deberia a los mayores grados de desnaturalizacion
alcanzados con 90 °C y 600 MPa que permitirian mayores nimeros de interacciones.
También contribuiria a este efecto, en el caso de la desnaturalizacion por TT, haber
alcanzado una temperatura (60 - 80 °C) a la que las interacciones hidrofobicas se

maximizan (Myers, 1990). En la Seccién 1.2.2. del Capitulo Il se informo que los mayores
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valores de G” se obtuvieron al superar los ciclos con plateau de 80 °C. A 7,5y 9,0% p/p G
tuvo los menores valores sin diferencias significativas para los distintos tratamientos. A
partir de 10,5% p/p el valor de G™ alcanzado a 90 °C se diferencid significativamente
(p<0,05) de los otros tratamientos. A la mayor concentracion ensayada (13,5% p/p) el valor
de G” fue mayor con el tratamiento a 600 MPa que con el tratamiento a 70 °C (p<0,05),
presentando un valor sin diferencias significativas al alcanzado con el TT a 90 °C a 10,5%
p/p (Tabla 1). Los altos valores de concentracidn requeridos en las muestras con TAPH
para alcanzar espectros tipicos de geles (valores bajos de n y m y de tan 9) y altos valores
de G” indican que este tipo de tratamiento hace necesaria una mayor concentracion de
proteina en comparacion a los TT para generar una matriz tridimensional elastica.

En el inserto de la Figura 3 se presenta el exponente b del ajuste de G” en funcién
de la concentracion proteica (C) al modelo de la ley de la potencia (G” = a C). Para los TT
el rango de concentracion proteica fue 7,5 a 13,5% p/p para los TT y de 10,5 a 13,5% p/p
para los TAPH. Los TT no presentaron diferencias significativas entre sus exponentes b,
los cuales fueron menores a los de los TAPH. El exponente b para los TAPH presento
diferencias significativas (p<0,05) entre los niveles de presion aplicados. Como se
menciond en el Capitulo Il este exponente da idea de la habilidad de las proteinas para
formar la matriz del gel. Cuanto menor es b, las proteinas tendrian mayor capacidad de
interactuar entre si, siendo mas independientes de la concentracion proteica para obtener
una matriz mas elastica. Estos resultados indican que los TT fueron mas eficientes que los
TAPH para generar matrices estructuradas.

Las diferencias entre los tipos de tratamientos para lograr la gelificacion podrian
deberse a diferentes fendmenos. Por un lado el aumento de la temperatura en los TT
aumenta la velocidad de los movimientos brownianos de las moléculas, lo que podria
favorecer las interacciones entre ellas a causa del aumento de las colisiones. Por el
contrario, en el caso de los TAPH, el sistema se haria mas ordenado durante el tratamiento
(principio de ordenamiento microscépico, Balny y Masson, 1993) sin aumento del
movimiento browniano. En la Seccion 2.2.2. del Capitulo | se observd, en relacion al
efecto in situ de las APH, que el desplegamiento de las proteinas se daba durante la etapa
de compresion, mientras que durante la descompresion las moléculas proteicas se
reorganizaban plegandose o bien interactuando entre ellas para formar agregados. La
mayor concentracion y proximidad entre las moléculas podria ser el factor clave para que
las interacciones entre las moléculas se dieran en forma ordenada durante la

descompresion, generando una matriz viscoelastica de gel.
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tan o 233+0,09a 438+0,18a 1,07+0,02b 0,23 +£0,00fg 0,16 + 0,001

400
MPa

600
MPa

Figura 2: Fotografias de dispersiones y geles de A10 a diferentes concentraciones proteicas (7,5; 9,0;
10,5; 12,0; 13,5% p/p de proteina) sometidas a TT (70 0 90 °C) o a TAPH (400 o0 600 MPa). Debajo de
cada fotografia se informa el promedio * el error estandar de la viscoelasticidad (tan & a 1 Hz). Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 3: Médulo elastico (G") en funcion de la concentracion proteica, ajuste al modelo de la ley
de la potencia: G" = a C °. Geles de A10 obtenidos a partir de TT (70 0 90 °C) o TAPH (400 o 600
MPa). Modelo ajustado para un rango de concentracion proteica de 7,5 a 13,5% p/p para los TT y
de 10,5 a 13,5% p/p para los TAPH. Promedio + error estandar. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05).

Cabe destacar que los valores de G” y de tan 6 a 1 Hz obtenidos con el tratamiento a
90 °C en las condiciones experimentales descriptas en este Capitulo fueron diferentes a los
obtenidos en las condiciones descriptas en el Capitulo anterior. EI médulo elastico fue
mayor para cada concentracion cuando el TT se realiz6 en el redmetro que cuando se
realizd en el bafio termostatico. Ademas, la tan 6 fue menor a 0,3 a un nivel de
concentracion menor en los ensayos realizados en el redmetro. De esta manera la
concentracion critica de gelificacion fue 7,5 y 9,0% p/p, para el redmetro y para el bafio
termostatico respectivamente. Estas diferencias pudieron deberse a distintos factores, entre
ellos: las diferentes geometrias del redmetro (cilindro de 1 mm de altura y 40 mm de
diametro) y del tubo que se sumergia en el bafio (cilindro de 50 mm de altura y 15 mm de
diametro), y el hecho de que la muestra estuviera en contacto directo con la fuente de calor
(reébmetro) o separada por el vidrio (bafio termostatico). Estos factores condicionaron la
transferencia de calor. Por otra parte cuando el gel se formo6 en el redbmetro, no sufrié
ningun esfuerzo antes de ser analizado, mientras que los geles formados en el bafio
termostatico fueron desmoldados y analizados en el redmetro, lo que pudo modificar en
parte su estructura. Ademas, los geles de este Capitulo fueron analizados luego de

almacenarlos 12 h a4 °C.
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1.2. Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién de agua (WHC) esta directamente relacionada con el tipo
de matriz formada en el gel. La retencion de agua se produce por interacciones como
puente de hidrogeno entre las proteinas de la matriz y el agua y por capilaridad. Geles con
una matriz ordenada y compacta presentan alta WHC, mientras que geles con una matriz
gruesa, desordenada y abierta no pueden retener agua y presentan baja WHC (Hermansson,
1986; Puppo y Afion, 1998). En la Tabla 2 se muestran los valores de WHC en funcion de
la concentracion proteica. A las dispersiones entrelazadas y geles débiles que se obtuvieron
luego del tratamiento aplicado se les asigné el valor de cero, ya que luego de la
centrifugacion fluyeron completamente sin separacion de fases, lo que podria deberse a
ruptura de la matriz proteica. Las muestras que formaron geles mas fuertes exhibieron
valores de WHC mayores al 90%. Se realizd un analisis factorial (considerando
tratamiento y concentracion proteica como factores y su interaccion) a las concentraciones
maés altas (12,0 y 13,5% p/p) donde todos los tratamientos formaron geles. El analisis
estadistico indicé que no fueron significativos los factores tratamiento y concentracion
proteica presentando todos los geles alta WHC sin diferencias significativas entre ellos
(p>0,05) (Tabla 2).

Tabla 2: WHC de geles proteicos de A10 obtenidos por TT o TAPH a diferentes
concentraciones proteicas.

Concentracion

% (plp) 70 °C 90 °C 400 MPa 600 MPa
7,5 0 0 0 0
9,0 0 95,68 + 0,06 0 0
10,5 96,32+155 96,54 +0,38 0 0
12,0 98,31+0,33a 97,05+0,65a 98,25+0,19a 98,89 +0,12a
13,5 99,46 +0,28a 99,48 £0,08a 98,83+0,23a 99,07 + 0,06a

TT a 70 0 90 °C y TAPH a 400 o 600 MPa. El valor cero indica que la muestra fluyo
completamente sin separacion de fases. Promedio + error estandar, letras iguales indican que no
hay diferencias significativas (p>0,05).
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En las muestras con TT, donde se obtuvieron geles en un rango de concentracion
més amplio, se pudo ver que a medida que aumento la concentracion proteica WHC fue
mayor (Tabla 2). Los geles de mayor concentracion proteica retienen mas agua debido a
una red mas densa, con poros mas pequefios con mayor contribucion de la capilaridad y
mas sitios para interactuar en forma especifica con el agua (Remondetto et al., 2002). Dado
que las condiciones de centrifugacion fueron muy enérgicas (10000 xg 20 min 20 °C),
estos resultados indican que los geles obtenidos a partir de A10, tanto por TT como por
TAPH, desarrollaron una excelente interaccion entre el agua y la matriz proteica. Cabe
aclarar que durante la caracterizacién de estos geles no se observé sinéresis espontanea
(Figura 2).

1.3. Propiedades de Color

La importancia del color en el &mbito de la tecnologia de los alimentos radica en
su condicidn de indicador de calidad. Es una caracteristica que influye en la aceptacion por
parte del consumidor y tiene una peculiaridad importante: su apreciacion siempre se realiza
en primer término (Calvo y Duran, 2002). Visualmente, todos los geles presentaron
tonalidades cercanas a un color marrén/ambar (Figura 2). Los parametros de color CIELab
a* y b* se asociaron a los colores rojos y amarillos, respectivamente, por presentar valores
positivos (Figura 4). ElI aumento de la concentracion mostré una disminucién del
pardmetro a* (p<0,05, a partir de 10,5%), pero no modifico significativamente b*. Por otro
lado, los tratamientos aplicados afectaron significativamente estos parametros (p<0,05).
Las dispersiones tratadas con 400 MPa presentaron los mayores valores de a*, seguidas por
las tratadas a 70 °C y las de 90 °C y 600 MPa, que tuvieron los menores valores sin
diferencias significativas entre ellos (p>0,05, Figura 4). Las diferencias a causa de los
tratamientos en el parametro b* fueron mas notorias, siendo las dispersiones tratadas a 90
°C las de mayor valor y las tratadas a 600 MPa las de menor; sin diferencias significativas
entre las de 70 °C y 400 MPa (p>0,05, Figura 4). Se calcul6 el pardmetro hue (H*),
representando los pardmetros a* y b* como vectores con un determinado angulo, indicando
el tono de color. Calculando el promedio de todas las dispersiones a las diferentes
concentraciones para un mismo tratamiento, se encontroé que las dispersiones tratadas a 90
°C presentaron un angulo de 58,51 + 0,39° que se diferencio significativamente (p<0,05)
de las otras que presentaron &ngulos de 46,35 £ 2,15° para 70 °C y 40,49 + 2,51° y 40,14 +

1,57° para 400 y 600 MPa respectivamente. Estas diferencias indicarian que los TT
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(principalmente a 90 °C) produjeron geles con diferentes tonalidades (mas amarillentas y
menos rojizas) que los obtenidos con TAPH. EI pardmetro chroma (C*) representa la
saturacion del color, todos los geles presentaron valores entre 7,09 + 0,73 y 8,19 + 0,63 sin
diferencias significativas por la variacion de la concentracion y con los tratamientos
excepto el tratamiento a 600 MPa que presentd los menores valores (p<0,05) a cada
concentracion. Las variaciones en los colores a causa de los distintos tratamientos podrian
deberse a la modificacidn de sustancias presentes en los aislados que influyen en el color,
como por ejemplo taninos, los cuales son afectados por los TT, pero muy poco por los

TAPH por ser moléculas pequefias (Avanza et al., 2013; O'Reilly et al., 2001).
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Figura 4: Parametros de color CIELab (a*, b* y L*) en funcién de la concentracion proteica de
dispersiones de A10 sometidas a TT (70 (=) 0 90 °C (o)) 0 a TAPH (400 (A) 0 600 MPa (V)).
Promedio + erros estandar.
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El parametro L* toma valores desde el cero (negro) al 100 (blanco) y se puede usar
como un indicador del nivel de agregacion de las proteinas que forman el gel. Se ha
demostrado que la blancura y opacidad del gel estan relacionadas con el tamafio de
particula (Doi, 1993; Chantrapornchai y McClements, 2002). Un gel opaco presenta mayor
valor de L*, porque los agregados de proteinas mas grandes dispersan mas luz que las
particulas mas pequefias. Los geles de A10 presentaron valores de L* entre 31 y 40,
visualmente de aspectos translucidos mas que opacos y sin indicios de blancura (Figura 2).
Para geles de aislado proteico de amaranto se encontraron valores de L* entre ca. 75y 72
segun la concentracion proteica (Avanza et al., 2005). ElI aumento de la concentracion
proteica no provocd cambios significativos (p>0,05) en los valores de L*, pero se observo
una leve tendencia a la disminucién (Figura 4). La disminucion en el pardmetro L* con el
aumento de la concentracion proteica fue informado por Avanza et al. (2005) en geles de
aislados proteicos de amaranto y por Maltais et al. (2005) en geles de proteinas de soja,
atribuyendo al aumento de interacciones proteina-proteina. Con respecto a los diferentes
tratamientos empleados, los TT presentaron los mayores valores de L* en funcion de la
temperatura empleada (promedio entre las concentraciones de 40,23 + 0,11 para 90 °C y
36,78 + 0,25 para 70 °C; p<0,05), indicando geles mas opacos. Entre los TAPH no se
encontraron diferencias significativas al aumentar el nivel de presion (34,35 + 0,76 y 33,16
+ 0,50 para 400 y 600 MPa respectivamente; p>0,05). Al observar solo diferencias
significativas por el tipo de tratamiento empleado y no por el aumento de la concentracion
proteica (en este rango de concentraciones) la variacion de L* podria deberse a diferencias
en el tipo de interacciones a causa de los diferentes tratamientos méas que en el nimero de

ellas.

1.4. Naturaleza de las interacciones proteicas de la matriz

Para estudiar la naturaleza de las interacciones involucradas en la estabilizacion de
la matriz proteica se analizd la solubilidad en buffer salino (BS) con agentes
desnaturalizantes como SDS y/o urea. La solubilidad en BS sin agentes desnaturalizantes
puede interpretarse como la liberacion de proteinas no asociadas o débilmente unidas a la
red, como interacciones electroestaticas debiles que se desestabilizan por la baja
concentracion de sales (Puppo et al., 1995). EI SDS es un detergente anidnico que se une a
las proteinas a través de enlaces no covalentes, causando repulsion idnica y desplegando

los polipéptidos desestabilizando interacciones electrostaticas e hidrofobicas. La urea
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interfiere principalmente en las interacciones de tipo puente de hidrégeno e hidrofébicas
entre las cadenas polipeptidicas, afectando de un modo directo al formar enlaces puente de
hidrogeno con los aminoacidos polares y solvatando los aminoacidos no polares (Galvez
Mariscal et al., 2013). Se considera que al utilizar simultineamente SDS y urea, se
desestabilizan todas las interacciones no covalentes (Shimada y Cheftel, 1988; Puppo et
al., 1995; Avanza et al., 2005).

En esta Seccidn se caracterizaron las interacciones proteicas en las diferentes
matrices obtenidas con los distintos tratamientos y a tres concentraciones: 7,5; 10,5 y
13,5% p/p. En la Seccién 1.1. de este Capitulo se encontr6é que al 7,5% p/p se obtuvieron
soluciones entrelazadas con todos los tratamientos aplicados, al 10,5% se obtuvieron geles
con los TT y soluciones entrelazadas con los TAPH y al 13,5% todos los tratamientos
provocaron la gelificacion de A10. En todas las dispersiones proteicas estudiadas la
solubilidad en BS disminuyé significativamente con el aumento de la concentracion
proteica y aument0 significativamente con el agregado de agentes desnaturalizantes
(p<0,05, Figura 5a, b y c¢). La disminucion de la solubilidad en BS a causa del aumento de
la concentracion proteica indicaria un mayor nimero de interacciones proteina-proteina y
menor proporcién de proteinas libres o débilmente unidas a la red. Como la disminucion de
la solubilidad en los medios con agentes desnaturalizantes también se observé al aumentar
la concentracion, podria indicar no solo aumento del nUmero de interacciones proteina-
proteina si no también aumento de interacciones de tipo covalente. La magnitud del
aumento de la solubilidad por el agregado de los agentes desnaturalizantes o la
disminucion de la misma a causa del aumento de la concentracion dependid del tratamiento
aplicado a las dispersiones, indicando diferentes predominios de interacciones no
covalentes segun el tratamiento. Por lo tanto, se analiz6 el efecto del factor agente
desnaturalizante, tratamiento y la interaccion entre ellos a cada concentracion por
separado, siendo significativo (p<0,05) el efecto de cada uno. EI ANOVA que se presenta
en la Figura 5 fue realizado para cada panel (a, b o ¢) por separado.

En las muestras preparadas con la menor concentracion (7,5% p/p) la solubilidad en
BS fue mayor cuanto menor fue el nivel del tratamiento aplicado y a la vez fue mayor con
los tratamientos de APH (70 y 65% para 400 y 600 MPa respectivamente), que con los TT
(58 y 51% para 70 y 90 °C respectivamente, Figura 5a), lo que indicaria mayor cantidad de
proteinas unidas débilmente a la red cuando las condiciones de tratamientos fueron menos
intensas. En cualquiera de los cuatro casos el porcentaje de proteina extraida con BS fue

mayor al 50%, hecho que fue coherente con que a esta concentracion proteica todos los
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tratamientos formaron dispersiones entrelazadas (Figura 1 de la Seccion 1.1 del presente
Capitulo). Con el agregado de SDS o urea, la solubilidad aumento en todas las dispersiones
(entre 73 y 86% con SDS y entre 79 y 88% con urea). Cuando se agregan los dos agentes
desnaturalizantes juntos la solubilidad alcanz6 valores entre 92 y 96%, indicando un
predominio de uniones no covalentes y un pequefio porcentaje de uniones covalentes,

como puentes disulfuro, pero sin diferencias significativas entre los tratamientos (Figura
5a).
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Figura 5: Solubilidad proteica (%) en buffer salino (BS) o en BS con agentes desnaturalizantes
SDS y/o UREA, de dispersiones de A10 al 7,5 (a); 10,5 (b) 0 13,5% p/p (c) sometidasa TT (70 °C

y 90 °C m) 0 a TAPH (400 MPar y 600 MPa m). Promedio * error estandar. Letras distintas en
cada panel indican diferencias significativas (p<0,05).
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A la concentracion de 10,5% p/p con los TT se obtuvieron geles, pero con los
tratamientos con APH, nuevamente soluciones entrelazadas (Figura 1). En los geles
térmicos se observd menor solubilidad en todos los medios (BS sin y con agregado de
agentes desnaturalizantes) cuando la temperatura del TT fue mayor (90 con respecto a los
de 70 °C) (Figura 5b), lo cual sugiere mayor nimero de interacciones a causa de mayor
desnaturalizacion proteica alcanzada a la mayor temperatura. La incorporacion de urea
aumento significativamente la solubilidad de los geles térmicos con respecto a la adicion
de solo SDS, pero la solubilidad no aumento significativamente por el agregado de los dos
agentes juntos. La solubilidad con SDS y urea fue de solo el 63 y 60% para 70 y 90 °C,
respectivamente (Figura 5b), demostrando una importante contribucion de enlaces
covalentes que insolubiliz6 la red proteica. En las soluciones entrelazadas obtenidas por
TAPH, las solubilidades en los diferentes medios fueron menores que las de las
dispersiones entrelazadas de menor concentracion (7,5%) (Figura 5a y b). A pesar de no
formar geles, estas dispersiones tuvieron una alta proporcion de proteina involucrada en
este sistema entrelazado (la solubilidad en BS fue 21 y 14% para 400 y 600 MPa
respectivamente (Figura 5b). Por otro lado, se observé un importante aumento de la
solubilidad cuando se agregé solo urea (de 35 - 32% con SDS a 73 - 70% con urea), lo que
podria indicar un predominio de puentes de hidrdgeno, interacciones promovidas por los
TAPH (Boonyaratanakornkit et al., 2002). La contribucion de puentes disulfuro fue mayor
cuando se aplicdé 600 MPa que 400 MPa (72 y 80% de solubilidad en SDS vy urea,
respectivamente, Figura 5b).

Al 13,5% se obtuvieron geles con todos los tratamientos (Figura 1). La solubilidad
de los geles en BS disminuyo significativamente al aumentar el nivel del tratamiento, (de
70290 °C o de 400 a 600 MPa, Figura 5c), demostrando que aumentaron las interacciones
proteina-proteina que formaban la red y disminuyo la cantidad de proteinas débilmente
unidas a la misma. La solubilidad aumento al agregar los agentes desnaturalizantes, y fue
significativamente mayor en BS + urea que en BS + SDS (Figura 5c). Se puede destacar
que la solubilidad con urea fue significativamente mayor y sin diferencias significativas
entre 400 y 600 MPa en los geles con APH (75 - 76%), frente a la de los geles térmicos
(62% para 70 °C y 34% para 90 °C), corroborando el predominio de interacciones puente
de hidrégeno cuando se aplicaron los TAPH. Las interacciones covalentes del tipo puente
disulfuro, predominarian en los geles térmicos frente a los de APH, ya que la solubilidad
de los geles térmicos fue menor que los geles obtenidos por APH en el buffer con ambos

agentes desnaturalizantes (Figura 5c).
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Estos resultados podrian relacionarse con las diferencias encontradas en el
pardmetro L* de color de las muestras tratados con TT o con TAPH. Los TT favorecerian
mayor cantidad de enlaces puente disulfuro dando geles con mayor valor de L*, mientras
que los TAPH favoreceria interacciones puente de hidrogeno dando geles con menor valor
de L*.

1.5. Microestructura de la matriz proteica

La microscopia electronica de barrido es una herramienta complementaria para el
andlisis de la estructura de los geles proteicos (Heertje, 1993). Mediante esta técnica se
puede conocer la forma y grosor de los filamentos proteicos, el tamafio de poro de la
matriz y distinguir los agregados y espacios ocupados por solvente (Pilosof, 2000b). En
esta Seccion se trabajé con las mismas concentraciones empleadas en la Seccion anterior
(7,5; 10,5 y 13,5% p/p) para relacionar la microestructura de la red formada con la
naturaleza de las interacciones proteicas.

Para cada tratamiento se observd que a medida que aumentd la concentracion
proteica se produjo una disminucién del tamafio de poro, con una matriz mas compacta que
pudo ser consecuencia de una mayor interaccion proteina-proteina y mayor proporcion de
proteina involucrada en la matriz, como se observé en la Seccién anterior. Se puede notar
la diferencia entre la matriz de las soluciones entrelazadas, que se asemejan a una red de
filamentos proteicos (Figura 6a, d, g, h, j y k) y la matriz compacta de los geles (Figura 6b,
c,efiyl).

Asi como vari6 la microestructura de la matriz por el aumento de la concentracion,
se evalud la variacion de la matriz segun el tratamiento aplicado. Al 7,5% se obtuvieron
soluciones entrelazadas con todos los tratamientos aplicados. Las microestructuras de las
soluciones entrelazadas obtenidas por los TT fueron ordenadas y homogéneas. Se
observaron filamentos unidos entre si formando una red, donde la de 70 °C presentd poros
mas pequefios y homogéneos que la de 90 °C (Figura 6a y d, respectivamente). Por otro
lado, las sometidas a TAPH fueron menos homogéneas, con filamentos combinados con
otras estructuras mas agregadas, principalmente a 400 MPa (Figura 6g). A 600 MPa se
apreciaron estructuras entrelazadas méas gruesas a los filamentos de las tratadas

térmicamente.
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Figura 6: Microscopia electrénica de barrido de dispersiones proteicas de A10 sometidasa TT a 70
°C(a,byc)o90°C(d,eyf)oaTAPH a400 MPa (g, h e i) o 600 MPa (j, ky I). A diferentes
concentraciones: 7,5% (a, d, gy j); 10,5% (b, e, hy k) y 13,5% (c, f, i y I). Aumento 2000x.

Las diferencias entre la red obtenida por TT y TAPH se deberian a las diferencias
en la estructura de las proteinas desnaturalizadas por cada tipo de tratamiento, de acuerdo
con resultados analizados en el Capitulo I. También concuerda con las diferencias
encontradas en los espectros mecénicos y la cantidad de proteinas unidas débilmente a la
red, expuestas anteriormente en este Capitulo. Estas diferencias en la red proteica inicial
(antes de llegar a la concentracion critica para formar un gel) entre los tratamientos
estudiados, podria relacionarse con los resultados antes discutidos que demuestran que con
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los TAPH se necesita mas proteina para formar una red elastica capaz de auto-portarse
(Seccidn 1.1. de este Capitulo).

Al 10,5% con los TT se obtuvieron geles y con APH nuevamente soluciones
entrelazadas (Figura 1). Los geles térmicos mostraron estructuras mas compactas y
homogeéneas principalmente a 90 °C, en esta ultima se observé la presencia de poros
pequefios en toda la matriz (Figura 6b y e, respectivamente). Esto concuerda con menor
solubilidad en BS sin y con agentes desnaturalizantes, cuando la temperatura fue mayor, lo
que corresponderia a mayores interacciones a causa de mayor desnaturalizacion proteica.
Las dispersiones entrelazadas obtenidas por TAPH al 10,5%, mostraron una red de poros
mas pequefios que las dispersiones entrelazadas de menor concentracion (Figura 6h y k).
La red formada con 400 MPa siguié presentando algunos filamentos combinados con
estructuras mas gruesas, lo que podria explicar que no se llego a la estructura de un gel a
pesar de la concentracién de proteinas. En cambio, la de 600 MPa presenté cierta
homogeneidad en la red formada por los filamentos méas gruesos que los obtenidos por los
TT. En los paneles k y | de la Figura 1 se pueden observar las diferencias en los espectros
mecanicos de las muestras tratadas a 400 y 600 MPa, si bien ninguno fue un gel auto-
portante, se observd que los mddulos G” y G de la dispersion tratada a 600 MPa se
superponian.

A la mayor concentracion estudiada (13,5%) todos los tratamientos provocaron
gelificacion de A10, la microestructura de los mismos fue compacta y homogénea. A esta
concentracion aumento6 el namero de interacciones proteicas y la contribucién de enlaces
covalentes fue mayor, principalmente en los térmicos. Los obtenidos por APH presentaron
predominios de puentes de hidrdgeno, pero la microestructura no demostré grandes
diferencias con la de los térmicos (Figura 6c, f y I). Solo la microestructura del gel
obtenido con 400 MPa, mostro diferencias, al contener poros apreciables y cierto grado de
heterogeneidad, concordando con los resultados anteriores demostrando ser un gel mas
débil que los otros (menor valor de G”). Tal vez la desnaturalizacion completa a 600 MPa
permitio que los polipéptidos se distribuyeran por todo el espacio, mientras que a 400 MPa
guedarian porciones de las proteinas sin desplegar, generando un sistema mas heterogéneo.
Cabe destacar, que a pesar de la menor homogeneidad en las dispersiones con TAPH, la
interaccion con el agua fue alta (alta WHC), lo que podria deberse al predominio de

interacciones puente hidrogeno.
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1.6. Textura

El analisis del perfil de textura (TPA) consiste en registrar la respuesta de una
muestra a dos compresiones sucesivas, imitando el proceso de masticacion (Bourne, 1968).
Este andlisis se pudo realizar solamente en los geles auto-portantes, por lo tanto con los
geles térmicos se evaluo el efecto de la concentracion proteica (en el rango 10,5 a 13,5%
p/p) a las dos temperaturas (70 y 90 °C) y a la concentracion de 13,5% p/p se evalud el

efecto de los tratamientos aplicados (TT o TAPH).
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Figura 7: TPA de geles de A10 obtenidos por TT a 70 (=) 0 90 °C (e) en funcién de la
concentracion proteica. Promedio * error estandar. Letras distintas en un mismo grafico indican
diferencias significativas (p<0,05).
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El incremento de la concentracion proteica generd geles térmicos mas duros, tanto a
70 como a 90 °C (Figura 7a). El efecto de la concentracion proteica se debid al incremento
de las interacciones proteina-proteina que existen en los geles méas concentrados. Este
comportamiento también fue reportado en geles de amaranto y geles de soja (Avanza et al.,
2005a y Puppo et al., 1998a). A pesar de las diferencias encontradas en los médulos G
entre los geles obtenido a 70 0 90 °C (Seccién 1.1. de este Capitulo), en el TPA solo se
encontraron pequefias diferencias significativas (p<0,05) en la dureza de los geles
obtenidos a diferentes temperaturas (Figura 7a). La adhesividad de los geles térmicos no
varié significativamente (p>0,05) con la concentracion ni con la temperatura del TT
(Figura 7b). Cabe destacar, que al finalizar las determinaciones, muchas veces el gel quedo
adherido a la sonda. La alta adhesividad pudo deberse a que el gel es mas deformable
(menores valores de G~ y G™) a baja concentracion proteica, mientras que a alta
concentracion proteica las interacciones entre el gel y la sonda gobernarian la adhesividad.
La choesividad y elasticidad no variaron significativamente con el incremento de la
concentracion y la temperatura (Figura 7c y d). Este comportamiento pudo deberse a que
en todos los casos las fuerzas implicadas en la red fueron suficientes para formar geles
auto-portantes

Al comparar los TPA de los geles auto-portantes obtenidos al 13,5% p/p por TT o
TAPH, se encontrd que la dureza dependi6 de la intensidad del tratamiento, los geles
obtenidos a 600 MPa presentaron dureza semejante a la de los geles térmicos obtenidos a
70 °C, mientras que los obtenidos a 400 MPa presentaron menor dureza (p<0,05) (Figura
8a), esto se relacionaria con el menor valor de G” (Seccion 1.1.) y con las diferencias
encontradas en la matriz del gel a 400 MPa (Seccion 1.4.). Se observo que los TAPH
generaron geles de elasticidad silimilar (p>0,05, Figura 8d) pero menor adhesividad y
cohesividad que los geles térmicos (p<0,05, Figura 8b y c respectivamente). Las
diferencias en la adhesividad y cohesividad entre los geles obtenidos por los diferentes
tratamientos estuvo relacionada con las diferentes interaciones entre polipeptidos que
predominaron en cada tipo de gel, mayor proporcion de puentes disulfuro en los térmicos y

mayor proporcion de puentes de hidrogeno en los obtenidos por APH (Seccion 1.4.).
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Figura 8: TPA de geles de A10 (al 13,5% p/p) obtenidos por TT a 70 (=) 0 90 (m) °C, 0 por TAPH
a 400 (=) o0 600 (m) MPa. Promedio * error estandar. Letras distintas en un mismo panel indican
diferencias significativas (p<0,05).

1.7. Conclusiones parciales

Se pudo lograr la gelificacion de las proteinas de caupi tanto por TT a partir de 9,0
0 10,5% p/p a 90 o 70 °C, respectivamente; y por TAPH a partir de 12,0 0 13,5% p/p a 600
0 400 MPa.

El aumento de la concentracion proteica produjo geles térmicos méas fuertes con
mayor capacidad de retencion de agua a causa de la formacion de redes proteicas mas
compactas y homogéneas por aumento de las interacciones proteina-proteina y
disminucion de la cantidad de proteinas débilmente unidas a la red. Estos cambios
aumentaron la dureza de los geles pero no variaron la adhesividad ni la cohesividad de los
mismos. En los geles con TAPH el efecto de la concentracion proteica no se pudo evaluar
ya que el rango de concentraciones empleado gener6 solo uno o dos geles auto-portantes.

La formacién de geles por TAPH requiri6 mayor concentraciéon proteica, y las

caracteristicas dependieron del nivel de presion. Al evaluar G en funcién de la
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concentracion proteica se encontrd que las proteinas de A10 tendrian menor capacidad de
interactuar entre si, necesitando mayor concentracion proteica para obtener una matriz mas
elastica, cuando fueron sometidas a TAPH que cuando fueron sometidas a TT. Diferencias
en la red proteica a baja concentracion (antes de llegar a la concentracion critica para
formar un gel) entre los tratamientos, podrian relacionarse con la necesidad de mayor
concentracion proteica por parte de los TAPH. La microestructura de las soluciones
entrelazadas fue semejante a una red de filamentos finos de proteinas globulares con
predominio de interacciones no covalentes, pero las obtenidas por los TT fueron mas
ordenadas y homogéneas que las obtenidas por TAPH. Las diferencias entre los tipos de
tratamientos para lograr la gelificacion probablemente se debieron a los diferentes
fendmenos de desnaturalizacion-agregacion. En el caso de los TAPH la mayor
concentracion y proximidad entre las moléculas seria el factor clave para generar una
matriz viscoelastica ordenada de gel.

A la concentracion en que todos los tratamientos generaron geles auto-portantes
(13,5%) se encontro que los obtenidos por TT a 90 °C presentaban mayores valores de G”
que los obtenidos con el TAPH a 600 MPa, pero este Ultimo presentaba mejor
viscoelasticidad (menor valor de tan 6). Mientras que con los tratamientos de menor nivel
(70 °C y 400 MPa) la elasticidad (G") también fue mayor con el TT pero la
viscoelasticidad no presento diferencias significativas. Todos los geles presentaron alta
capacidad de retencién de agua y en ninguno de ellos se observd sinéresis espontanea,
demostrando una excelente interaccion entre el agua y la matriz proteica sin diferencias
significativas entre los tratamientos empleados. Visualmente, los geles presentaron
tonalidades cercanas a un color marrén/ambar y tuvieron aspectos mas translicidos que
opacos, sin indicios de blancura. Las diferencias principales en los geles auto-portantes
obtenidos por TT o por TAPH radicaron en matrices proteicas con predominio de
diferentes interacciones, los geles obtenidos por APH tendrian méas enlaces puente de
hidrégeno y menos enlaces disulfuro que los geles térmicos. La microestructura de los
geles fue compacta, con poros pequefios, solo la microestructura del gel obtenido con 400
MPa, mostré diferencias, al contener poros apreciables y cierto grado de heterogeneidad
(fue ademas el gel con menor valor de G”).

Al nivel de grandes deformaciones (perfil de textura) las diferencias entre los TT y
TAPH también dependieron del nivel de presién utilizado. Los geles obtenidos a 600 MPa
presentaron dureza semejante a la de los geles térmicos obtenidos a 70 °C, mientras que los

obtenidos a 400 MPa fueron menos duros. Las minimas diferencias en la adhesividad y
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cohesividad entre los geles obtenidos por los diferentes tratamientos estarian relacionadas
con los balances de las diferentes interacciones proteicas que predominan en cada tipo de
gel.

Por lo observado, se presenta el TAPH como un tratamiento alternativo para
obtener geles proteicos de caupi sin la necesidad de aplicar altas temperaturas (geles frios),
ventaja que se puede utilizar para la obtencion de matrices proteicas capaces de contener

sustancias labiles al calor.

2. Geles obtenidos a partir de A10 sometido a TT o a TAPH. Efecto de la

incorporacion de calcio

En esta Seccion caracterizamos geles obtenidos por TT o por TAPH a partir de
dispersiones de A10 al 7,5% p/p de proteina a las cuales se incorpord CaCl, en diferentes
concentraciones entre 0 y 40 mM. Realizamos también un estudio de las propiedades
térmicas de dichas dispersiones a fin de relacionar el grado de desnaturalizacién (GD)

alcanzado con cada tratamiento con las caracteristicas de los geles.

Tabla 3: Efecto de la incorporacion de calcio en propiedades térmicas de proteinas de
A10.

CaCl; (mM) Td Tonset Toffset
0 77,85 = 0,15f 70,04 + 0,30f 82,12 £0,28f
10 80,29 £ 0,05e 72,99 +0,47¢ 84,65 + 0,20¢
15 81,70 £ 0,02d 74,47 +0,50d 87,10 £ 0,06d
20 84,85 + 0,20c 77,47 £0,34c 91,48 +0,47¢
30 88,38 £ 0,07b 81,72 £ 0,99b 94,23 +0,23b
40 89,45 £+ 0,06a 83,20 £ 0,25a 9499 +0,12a

Dispersiones proteicas de A10 (7,5% p/p). Promedio + error estandar. Letras distintas en una
misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Como se menciono en el Capitulo II, la incorporacion de calcio aumentd la
estabilidad térmica de las proteinas de caupi. Cada incremento en la concentracion de

calcio incorporada aumentd significativamente (p<0,05) la estabilidad térmica de las
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proteinas de A10, la endoterma se fue desplazando progresivamente hacia la izquierda,
aumentando la Tonset, la Td y la Toffset (Tabla 3 y Figura 9). En las concentraciones mas
altas de calcio (20, 30 y 40 mM), el corrimiento del pico principal hacia temperaturas mas
altas permitié observar un pequefio pico a 68,0 = 0,5 °C (flecha roja, Figura 9b), que
corresponderia a una fraccion proteica cuya Td fue insensible al calcio. El calcio interactla
con sitios con carga negativa y con sitios especificos de las proteinas, estas interacciones
influyen en la conformacion y pueden inducir a la agregacion por medio de puentes de
calcio. Los aumentos en Td también pudieron deberse al favorecimiento de las

interacciones hidrofébicas por el aumento de la fuerza idnica (Myers, 1990).
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Figura 9: Termogramas de A10 (7,5% p/p) a) sin incorporacion de calcio y b) con incorporacién
de 30 mM de CaCl,. De abajo hacia arriba las curvas corresponden a dispersiones sin TAPH (0,1
MPa) y con TAPH (400 o 600 MPa). Las flechas indican picos que fueron detectados por la
incorporacion de calcio o el TAPH.

Dado que las temperaturas de los TT aplicados durante 20 min fueron en un caso
menor y en otro mayor a las Td, consideramos que para el TT a 70 °C se alcanzd un bajo
GD, mientras que para el TT a 90 °C la desnaturalizacion fue completa. Cabe destacar que
la Td en las muestras sin incorporacion de calcio fue inferior a la informada en el Capitulo
I1 (79,69 + 0,07 °C) esta diferencia se deberia a la diferencia en la concentracion proteica
(10,5 vs. 7,5%). Como se menciond en la Seccion 1.1.3. del Capitulo Il, las propiedades
térmicas de las proteinas de caupi fueron sensibles a la concentracion proteica debido a que
su desnaturalizacion podria implicar un primer paso de disociacion de agregados.

La incorporacion de calcio aumentd significativamente el AH (p<0,05) de las
dispersiones proteicas de A10 sin tratamiento como también se observé en la Seccion

3.1.3. del Capitulo II; en este caso el aumento fue detectado desde 10 mM y su magnitud
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fue independiente de la concentracion de calcio, en el rango ensayado (Tabla 4,
dispersiones sin presurizar (0,1 MPa)). Speroni et al. (2010a) informaron para proteinas de
soja que la presencia de calcio indujo el aumento en el AH de B-conglicinina con 25 mM
pero no con 12 mM, mientras que para glicinina el aumento se observé en ambas
concentraciones de calcio. Es posible entonces que las globulinas nativas del tipo vicilina
(como B-conglicinina y la mayoria de las de A10) sean menos sensibles al calcio. Por otro
lado, Hendrix et al., (2000) propusieron que el calcio permitiria la asociacion de sitios con
carga negativa de a-lactalbumina, evitando asi desplegamiento. Estos datos sugieren que
los efectos del calcio sobre la estabilidad de las proteinas dependen del tipo de proteina. En
las proteinas de A10 el calcio podria reforzar interacciones existentes y/o promover el
establecimiento de nuevas interacciones cuya ruptura fuera endotérmica, como puentes de

calcio y/o enlaces de hidrogeno.

Tabla 4: Entalpia de transicion (AH) y grado de desnaturalizacion (GD) de A10 a
diferentes concentraciones de calcio incorporadas y sometidas a TAPH (400 o 600 MPa) o
no presurizadas (0,1 MPa).

cacl, 0,1 MPa 400 MPa 600 MPa

(mM) AH GD% AH GD% AH GD%
0 550+007b 0  077+008f 862 019+005g 96,5
10 6,18+01la 0 1,03+0,06f 825 008+003g 987
20 608+006a 0  158+006e 739 009+003g 985
30 630+00la 0  28+019d 549 018+007g 97,2
40 615£002a 0  434+020c 29,5 0,150,069 98,2

Dispersiones proteicas de A10 (7,5% p/p). Promedio + error estandar. Los valores de AH se
expresaron en J/g de proteina. Letras distintas en una misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05).

El GD de las proteinas de A10 sin incorporacién de calcio fue del 86,2% después
del tratamiento con 400 MPa y 96,5% después del tratamiento con 600 MPa (Tabla 4). En
el Capitulo I los TAPH se habian llevado a cabo en dispersiones diluidas de A10 (1% p/p
de proteina) obteniendose GD mas bajos (58,8 y 64,4% para 400 y 600 MPa

respectivamente), mientras que en el presente Capitulo y en la Seccion 2.1.2. del Capitulo
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Il las dispersiones fueron méas concentradas (7,5 y 10,5% de proteina, respectivamente).
Las diferencias en los GD pudieron deberse a diferencias en los mecanismos de
disociacion-desnaturalizacion-agregacion que se produjeron en cada concentracion
proteica. En los TAPH la desnaturalizacion de las proteinas ocurriria principalmente en la
etapa de compresion y la agregacion en la etapa de descompresion, es posible que a baja
concentracion proteica no se favoreciera la agregacion entre proteinas después de la
desnaturalizacion y se produjera una reversion a un estado mas parecido al nativo (Seccion
2.2.2. del Capitulo ). No se detectaron cambios significativos en la Td después de los
tratamientos con 400 o 600 MPa. Este comportamiento también se describid para [-
conglicinina (soja) y faseolina (frijol), hecho que fue explicado por una estructura proteica
compacta en esas globulinas (Molina et al., 2001 y Yin et al., 2008). En los termogramas
de las muestras sometidas a TAPH la desnaturalizacion de las proteinas correspondientes al
pico principal permitié evidenciar un pequefio pico a 66,84 + 0.52 °C (flecha azul, Figura
9a), que corresponderia a una fraccion de proteinas relativamente menos sensibles a las
APH que las mayoritarias que originaron el pico principal. E1 AH medido después del
tratamiento con 600 MPa (0,19 + 0,05 J / g de proteina, Tabla 4) correspondio al pico a
66,84 °C mas el residuo del pico principal a 77,44 °C.

El GD despues del tratamiento con 400 MPa fue funcién de la concentracion de
calcio incorporada. EI GD mas bajo se detecté con 40 mM (Tabla 4). Este hecho indica que
el calcio protegeria a las proteinas de caupi de la desnaturalizacion inducida por APH a
este nivel de presion. A las concentraciones mas altas de calcio (30 y 40 mM) y con el
tratamiento a 400 MPa, la desnaturalizacion parcial de la fraccion proteica principal
permitio observar otro pico pequefio con Td a 73,24 £ 0,07 y 75,85 + 0,10 °C a 30 y 40
mM CacCl,, respectivamente (flecha verde Figura 9). Después del tratamiento con 600
MPa, el pico principal de la endoterma desaparecid en presencia de calcio, y solo una
pequeria transicion a ca. 67 °C fue detectada, el GD estuvo entre 97,2 y 98,7% (Figura9 y
Tabla 4). El efecto baroprotector del calcio dependio del nivel de presion, ya que se
verifico solamente a 400 MPa. En B-conglicinina de soja se describio también un efecto
baroprotector del calcio a 200 MPa, que no se detectd a 400 MPa, mientras que el efecto
fue de sensibilizacion a 600 MPa. En el caso del NaCl el efecto baroprotector sobre -
conglicinina se verificd a 200 y 400 MPa pero no a 600 MPa. Por su parte, en glicinina de
soja se detectd baroproteccion en cada nivel de presion ensayado y tanto para CaCl, como

para NaCl (Speroni et al., 2010a y Afén et al., 2011). Estos efectos de las sales sobre el
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GD refuerzan la hipotesis de que las vicilinas y leguminas se comportan de diferente forma
frente a las APH.

Estos datos sugieren que la presencia de calcio podria afectar las caracteristicas de
los geles, por un lado, por la posibilidad de generar nuevas interacciones entre los

polipéptidos y, por otro lado, por disminuir en ciertos casos el GD.

2.1. Comportamiento reoldgico

Con la incorporacion de calcio se obtuvieron geles a 7,5% p/p de proteina,
concentracion menor a la concentracion critica (CC) determinada en la Seccion 1.1. de este
Capitulo. Este resultado concuerda con los obtenidos en la Seccion 3.1.1. del Capitulo II,
donde la CC en presencia de calcio era un nivel inferior a la correspondiente a las muestras
sin calcio. La presencia de calcio favorecio el establecimiento de nuevas atracciones entre
polipéptidos (por ejemplo entre dos restos cargados negativamente que se hubieran
repelido en ausencia de calcio) permitiendo establecer una matriz con menos cantidad de
proteina. A todas las concentraciones de calcio incorporada y con los diferentes
tratamientos empleados se obtuvieron espectros mecanicos tipicos de geles, excepto para
las muestras con 10 mM de calcio tratadas a 400 MPa en que se obtuvo un espectro de
solucion entrelazada (G° menor a G™*, gran dependencia con la frecuencia de ambos
modulos y sin punto de cruce; Figura 10a). En la Figura 10 se muestran como ejemplos los
espectros mecanicos solo de las muestras sometidas a TAPH a 400 MPay en la Tabla 5 se
muestran los parametros del ajuste al modelo potencial (G =G *. f"y G =G"*. "),
donde los exponente n y m reflejan la dependencia de los médulos G° y G”,
respectivamente, con la frecuencia, de todas las muestras estudiadas.

Los menores valores de n se encontraron con 10 mM de calcio cuando se aplicaron
los tratamientos de mayor nivel (90 °C y 600 MPa), tomando valores de 0,10 - 0,11
semejante a los geles fuertes sin calcio de 13,5% p/p (Tabla 2, de la Seccion 1.1. y Tabla 5
de esta Seccion). Con estos tratamientos donde se alcanzo la desnaturalizacion completa de
las proteinas, se obtuvieron espectros mecanicos tipicos de geles fuertes semejantes al de la
Figura 10c, a pesar de que el aumento de la concentracion de calcio incorporada produjo
un aumento significativo del exponente n (Tabla 5). Para el TT a 70 °C los exponentes no
variaron con el aumento de la incorporacién de calcio, excepto a la mayor concentracion
donde se obtuvo un gel débil (espectro mecanico semejante al de la Figura 10b) con mayor
dependencia de G” con la frecuencia (n = 0,34 + 0,10, Tabla 5). En el TAPH a 400 MPa, la
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relacion con la concentracion de calcio fue inversa, a la menor concentracion a la cual se
obtuvo gel (15 mM) este presentaba la mayor dependencia de G” con la frecuencia (n =
0,80 + 0,27 Tabla 5) caracteristico de un gel débil (Figura 10b). Al igual que los geles sin
calcio, la dependencia del médulo G con la frecuencia (exponente m) siempre fue menor

a la del modulo G” (exponente n).
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Figura 10: Espectros mecanicos de dispersiones de A10 al 7,5% con incorporacion de
calcio sometidas a TAPH a 400 MPa (a) 10 (b) 15 (c) 20 mM de CaCl,. G" (w) G”" ().

En la Figura 11 se observan las fotografias de los geles con calcio y sus respectivos
valores de tan 6 a 1 Hz (viscoelasticidad) y en la Figura 12 los valores de G" a 1 Hz en
funcién de la concentracion de calcio incorporada. Si bien la mayoria de los geles fueron
auto-portantes tuvieron la caracteristica de presentar sinéresis espontanea principalmente a
las mayores concentraciones de calcio incorporadas. El efecto de la concentracion de
calcio incorporada en el comportamiento reologico de los geles varié segun el tratamiento

aplicado.
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Tabla 5: Ajuste al modelo potencial de los médulos G” y G™ en funcién de la frecuencia
(G =G*f"y G =G""* ") con diferentes concentraciones de calcio adicionado.

(Cr;;"ﬁ')z G'* n R? G’* m R?

70 °C 0 0,42+0,00h 160+031b 09558 0,35+0,01g 1,41+0,06ab 0,9020
10 237 + 9h 0,18+0,01d 09814 60 * 3fg 0,10 £ 0,00f 0,8468

15 466 +23gh  0,20+002d 0,9916 134+23fg 0,14+0,02e 0,9742

20 369+33h  0,20+£0,03d 09908 108 +22fg 0,14 +0,03e 0,9627

30 190 + 6h 0,20£0,00d 0,9873 55+ 2fg 0,11 +0,00f 0,9157

40 65 + 6h 0,34+0,10c 09747  24+2fg  0,14+00le 0,9624

90 °C 0 0,47 +0,09h 2,00+0,28ab 0,9592 0,85+0,18g 1,46+0,57ab 0,8295
10  1379+115gh  0,11+0,00f 0,9998 287 +27fg 0,52 +0,43de 0,9902

15 3904 +189def 0,15+0,00e 0,9992 950+36de 0,14 +0,00e 0,9996

20 4000 +23def 0,14+0,00e 0,9909 980+49de  0,13+0,00e 0,9825

30 5297 +145de 0,17+0,00d 0,9852 1271+51d 0,11 +0,00f 0,9990

40  4865+858d 0,17+0,00d 09991 1276+27d 0,13+0,00e 0,9758

400MPa 0 0,27+0,15h  225+0,34a 0,9801 027+0,099 156+0,21la 0,8627
10 0,07+£0,01h 165+0,20b 0,7855 0,44+0,01g 0,96+0,0lcd 0,9888

15 9,01+£368h 080+027c 09134 264+043g 0,27+0,03cd 0,9933

20 412 +30gh  0,18+0,00d 09957 107+7fg  0,16+0,00e 0,9958

30  1771+75fgh  0,17+0,00d 0,9995 505 +27efg 0,17 +0,00e 0,9969

40 1737 +64fgh  0,17+0,00d 0,9997 527 +15efg 0,16 +0,00e 0,9997

600MPa 0 0,09+0,01h 1,80+0,24b 08059 0,40+0,01g 1,04+0,0lbc 0,9726
10 173 £ 10h 0,10 +0,00f 09995 29+ 2fg 0,11 +0,01f 0,9010

15 2705+ 10lefy 0,14+0,00e 0,9975 601+19f  0,10+0,00f 0,9243

20 8430+38lc  0,15+0,00e 0,9988 2071+88c  0,14+0,00e 0,9947

30  15298+495h 0,14+0,00e 0,9993 3684+139%b 0,14+0,00e 0,9824

40  19845+700a 0,14+0,0le 09990 4718+985a 0,14 +0,00e 0,9868

Dispersiones proteicas de A10 (7,5% p/p) con adicién de calcio (de 0 a 40 mM) sometidasa TT (70
090 °C) o a TAPH (400 o 600 MPa). Letras distintas en una misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Con el TT a 70 °C el aumento de la concentracion de calcio incorporada provoco
geles menos elasticos, mas viscosos, con aumento de la tan 6 y se observd aumento de la
sinéresis espontanea, incluso con 40 mM el gel no se auto-portaba (Figura 11). Con este
tratamiento se obtuvieron los geles de menor elasticidad comparado con los otros
tratamientos (valores de G” entre 237 y 466 Pa), el mayor valor de G” correspondié a 15
mM de CaCl, (Tabla 5 y Figura 12). Este comportamiento se deberia al aumento de la
estabilidad térmica de las proteinas de A10 por la presencia de calcio. Con las mayores
concentraciones de calcio (30 y 40 mM) el inicio de la desnaturalizacion se dio a
temperaturas ca. 80 °C (Tabla 3), por lo que es probable que con el TT a 70 °C no se
alcanzaran a desnaturalizar las proteinas. En la Seccion 3.1.2. del Capitulo Il se encontrd
que con el ciclo térmico con plateau a 70 °C no se llegaba a tan 6 menores a 0,3 por lo que
las interacciones que estabilizaron la matriz proteica en esta Seccion habrian ocurrido
durante las 12 h de almacenamiento en frio (4 °C) que transcurrieron antes de su analisis.
Con el TT a 90 °C se obtuvieron geles auto-portantes con tan 6 entre 0,21 + 0,00 y 0,25 +
0,01 sin diferencias significativas (p>0,05, Figura 11) al aumentar la concentracion de
calcio incorporada. EI mddulo G~ aument6 significativamente solo al aumentar la
concentracion de calcio de 10 a 15 mM, luego permanecié sin cambios significativos
(p>0,05) con valores ca. 5000 Pa (Tabla 5 y Figura 12). En este caso las proteinas de A10
lograron desnaturalizarse ya que a los 90 °C fueron superadas las Td a todas las
concentraciones de calcio ensayadas (Tabla 3). Por lo que a diferencia del TT a 70 °C en
este caso se pudieron favorecer interacciones como las hidrofébicas que aumentaron por la
desnaturalizacion proteica. Estos resultados concuerdan con la idea expuesta en el Capitulo
Il de que la presencia de calcio favoreceria el establecimiento de interacciones entre
proteinas con bajo grado de desnaturalizacion, pero para alcanzar cierto grado de
viscoelasticidad (bajos valores de tan 6 por mayor componente eldstico) se necesitaria
mayor grado de desnaturalizacion para estabilizar la red con otras interacciones (por

ejemplo del tipo hidrofobico).

144



Resultados y Discusién: Capitulo 111

0mM 10 mM 15 mM 20 mM 30 mM 40 mM

70 °C

tand 0,72+0,00a 0,24 +0,00hi 0,28 + 0,04def0,28 + 0,04def0,28 + 0,00def0,38 + 0,02b

90 °C

tand 1,35+0,02a 0,21+0,00i 0,24 +0,00efg0,25 + 0,01efg0,24 + 0,00ghi 0,22 + 0,00hi

400
MPa

tand 157+0,85a 3,82+0,50a 0,32+0,0lc 0,26 +0,00ghi0,28 + 0,00cde0,30 + 0,00cd

600
MPa

tand 2,33+0,06a 0,16 +0,00fj 0,21+0,00i 0,24 +0,00hi 0,23 +0,00hi 0,23 £ 0,00hi

Figura 11: Fotografias de geles de A10 con adicion de calcio a diferentes concentraciones (7,5% p/p de
proteina, de 0 a 40 mM CacCl,) obtenidos por TT (70 0 90 °C) o por TAPH (400 o 600 MPa). Debajo de
cada fotografia se informa el valor de la viscoelasticidad (tan 6 a 1 Hz). Promedio + error estandar.
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Por otro lado, en los geles obtenidos con TAPH, el aumento de la concentracion de
calcio incorporada aumentd significativamente la elasticidad de los mismos (Tabla 5 y
Figura 12). En el caso del TAPH a 400 MPa los mayores valores de G” fueron a 30 y 40
mM de CaCl,, pero con tan 6 mayores que con 20 mM de CaCl,. Considerando el efecto
baroprotector que se encontr6 al analizar las propiedades térmicas de las proteinas
presurizadas con calcio (Tabla 4), se puede concluir que las interacciones que estabilizaron
los geles obtenidos a 400 MPa requirieron bajos grados de desnaturalizacién. Sin embargo,
a diferencia de lo detectado con el TT a 70 °C (condicion en que también se llegd a bajos
grados de desnaturalizacién), para 400 MPa se encontré que a mayor concentracion de
calcio incorporada mayor elasticidad del gel obtenido. Este comportamiento indica
diferencias en los mecanismos de gelificacion en presencia de calcio por TAPH o por TT.
El TAPH a 600 MPa generd los geles de mayor G” en comparacion a los otros tratamientos
y cada incremento de concentracion de calcio duplicé o triplico el valor de G™ (Tabla 5 y
Figura 12). Con respecto a la tan 6 no hubo diferencias significativas (p>0,05) al aumentar
la concentracion de calcio incorporada y cabe destacar la importante sinéresis observada en

los geles con mayor cantidad de calcio (Figura 11).

20000 y
15000 ]
~\
©
& 100007 )
O
5000 ]
o
0 10 20 30 40
Calcio (mM)

Figura 12: Mddulo eléstico (G” a 1 Hz) en funcion de la concentracion de calcio incorporada de
geles de A10 (7,5% de proteina), obtenidos TT (70 (m) o 90 °C (e)) o a TAPH (400 (A) o 600
MPa (¥)). Promedio =+ error estandar.
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Maltais et al. (2005) obtuvieron geles frios por la incorporacion de calcio a
dispersiones de aislados proteicos de soja con proteicas pre-desnaturalizadas con calor, el
rango de concentracion utilizado fue entre 6,0 y 9,0% p/p de proteina 'y de 10 a 20 mM de
CacCly, e informaron que el aumento de la concentracion de calcio aumento el componente
elastico de los geles. Speroni y Afion (2013) trabajaron con geles frios de proteinas de soja
obtenidos por la incorporacion de calcio a dispersiones proteicas pre-desnaturalizadas con
APH (con concentraciones de proteinas y de calcio de 8,5y 9,0% p/p y 10 y 15 mM,
respectivamente) y determinaron que las propiedades reoldgicas del gel dependian del
nivel de presion utilizado. En nuestro trabajo se obtuvieron geles frios de proteinas de
caupi en concentraciones semejante a las de soja (7,5% p/p), con posibilidad de incorporar
un mayor rango de concentraciones de calcio (de 10 a 40 mM) cuando se aplicaron APH

luego de la incorporacion del mismo.

2.2. Capacidad de retencion de agua

Los geles con calcio presentaron sinéresis espontanea principalmente cuando se
incorporaron concentraciones iguales o mayores a 20 mM (fotografias de la Figura 11). En
este caso la determinacion de WHC se realiz6 en tubos conicos de 50 mL para recoger el
liquido exudado espontaneamente y se aplic6 una menor aceleracion (120 xg) que en la
Seccion 1.2. de este Capitulo (en que se habia aplicado 10000 xg) ya que la estructura de
los geles se destruia con la mayor aceleracién y al invertir los tubos eppendorf las
dispersiones fluian. La necesidad de cambiar la metodologia para determinar la WHC fue
per se un indicador de diferencias en la interaccién de la red proteica con el agua. El calcio
interacciona con las proteinas a traves de los restos de aminoacidos con carga negativa
favoreciendo interacciones atractivas en vez de repulsivas entre las proteinas, ademas de
desplazar protones y disminuir el pH de la dispersién como se discutio en la Seccion 3.1.1.
del Capitulo Il. Por estos mecanismos se produciria un desbalance hacia més interacciones
proteina-proteina a costa de interacciones proteina-agua (Bryant y McClements, 1998).

Los geles térmicos a bajas concentraciones de calcio (10 y 15 mM) presentaron una
WHC dependiente de la temperatura de TT, a 90 °C ca. al 80% y a 70 °C entre 54 y 73%
(p<0,05, Figura 13). Los valores de WHC disminuyeron hasta ca. 20% a las mayores
concentraciones (30 y 40 mM) sin diferencias significativas entre las temperaturas
empleadas (p>0,05, Figura 13). En los geles obtenidos por APH el efecto del

desplazamiento de las interacciones proteina-agua a causa de la presencia de calcio fue mas
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evidente y la WHC tuvo valores bajos ya desde la incorporacion de 15 mM de calcio. A
partir de esta concentracion de CaCl,, no hubieron diferencias significativas con las
mayores concentraciones y la WHC fue semejante a la de los geles térmicos con altas

concentraciones de calcio (p>0,05, Figura 13).

100 -

WHC (%)

Calcio (mM)

Figura 13: WHC en funcion de la concentracion de calcio incorporada de geles de A10 (7,5% de
proteina), obtenidos por TT a 70 (=) 0 90 (m) °C, 0 por TAPH a 400 (=) 0 600 (=) MPa. Promedio
* error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Cabe destacar que el liquido perdido luego de la determinacién presentaba una leve
turbidez, lo que indica no solo pérdida agua sino también parte de la matriz proteica o
proteinas que no formaban la red.

Bajas WHC vy sinéresis espontanea a causa de la presencia de calcio también fueron
reportadas en geles frios de aislados proteicos de soja (Maltais et al., 2005 y Speroni y
Afdn, 2013) y corresponde a una caracteristica de los geles del tipo particulados o

agregados (Hermansson y Langton, 1994 y Bryant y McClements, 1998).

2.3. Propiedades de color

La incorporacion de calcio afecto el color de los geles. Los parametros a*, b* y C*
variaron con la incorporacién de calcio segun el tratamiento aplicado. Para todos los
tratamientos a partir de los 20 mM de calcio incorporado los cambios ya no fueron

significativos (p<0,05), y para la mayor concentracion (40 mM), los geles presentaron
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valores de a* entre 5,76 + 011 a 6,61 + 0,06, b* entre 0,05 + 0,41 a 1,95 + 0,90 y C* entre
5,80+ 0,15a6,74 £ 0,72 (Figura 14).

10+ 10

0 10 2 30 40 0 10 22 30 4
Calcio (mM) Calcio (mM)
104

0 10 20 30 40
Calcio (mM)

Figura 14: Parametros de color CIELab (a*, b* y C*) en funcion de la concentracién de calcio
incorporada a dispersiones de A10 sometidasa TT (70 (=) 0 90 °C (e)) 0 a TAPH (400 (A) 0 600
MPa ('V)). Promedio + error estandar.

El parametro H*, representa la tonalidad de los geles, vari6 segln la concentracién
de calcio incorporada (p<0,05), sin ser significativo el efecto de los tratamientos
desnaturalizantes aplicados (p>0,05). En la Tabla 6 se presenta el promedio de los H* de
los geles con los diferentes tratamientos, segun la concentracion de calcio incorporada. H*
disminuyd al aumentar la concentracion y a partir de 20 mM, ya no presentd diferencias
significativas. A simple vista, las dispersiones sin calcio se percibian de tonalidades
marron/ambar variando a tonalidades cada vez mas blancas por la incorporacion de calcio
(Fotografias de la Figura 11), coincidiendo con que H* tomara valores méas pequefios ca.
9° (Tabla 6).
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Tabla 6: Parametro H* en funcién de la concentracion de calcio incorporada a geles de
Al10

Calcio (mM) H* (°)
0 43,47 £ 10,59
10 38,79 + 9,98a
15 17,85 + 7,08b
20 11,71 + 4,80bc
30 8,54 + 6,24c
40 9,18 + 7,45c¢

Promedio de geles obtenidos por diferentes tratamientos (70 °C, 90 °C, 400 MPa y 600 MPa) +
error estandar. Pardmetro calculado a partir de a* y b* presentados en la Figura 14. Letras distintas
indican diferencias significativas (p<0,05).

El pardmetro L*, incrementd a medida que aumentd la concentracion de calcio
incorporada (p<0,05), coincidiendo con el cambio de color a tonalidades cada vez mas
blancas. EI aumento de L* se relaciona con geles opacos, a causa de interacciones
dependientes de calcio que forma geles agregados (Remondetto et al., 2002 y Maltais et al.,
2005). A las concentraciones mas bajas de calcio incorporadas se observaron diferencias
entre los tratamientos aplicados (p<0,05), pero a concentraciones mas altas (mayores a 20
mM) no se observd diferencia significativa (p>0,05) entre las concentraciones incorporadas
ni entre los distintos tratamientos, llegando a valores entre 72,83 + 0,53 y 75,69 + 0,27
(Figura 15).

90+
75
60+

451

L*

30+

15+

O T T T T T
0 10 20 30 40

Calcio (mM)

Figura 15: Pardmetro de color L* (CIELab) en funcién de la concentracion de calcio incorporada a
dispersiones de A10 sometidas a TT (70 (=) 0 90 °C (e)) 0 a TAPH (400 (A) 0 600 MPa (V)).
Promedio + error estandar.
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2.4. Naturaleza de las interacciones proteicas de la matriz

Para estudiar la naturaleza de las interacciones involucradas en la estabilizacion de
la matriz proteica de los geles con incorporacion de calcio se analizo la solubilidad en
buffer salino (BS) con agentes desnaturalizantes como SDS y/o urea, trabajando solo con
dos concentraciones de calcio incorporada, 15 y 30 mM. Con estas concentraciones se
obtuvieron geles con todos los tratamientos y presentaron diferencias significativas en el
comportamiento reologico (principalmente G”), WHC (en los geles térmicos) y color
(principalmente en L*), al evaluar el efecto de la concentracion de calcio incorporada, por
lo que resultaron representativos de bajas o altas concentraciones de calcio incorporada.

En los geles con 15 mM de calcio incorporado se encontréd que la solubilidad de las
proteinas en BS dependié del tipo de tratamiento y del nivel de temperatura o presion
aplicado. Los geles obtenidos por TT serian los de menor cantidad de proteinas unidas
débilmente a la red (baja solubilidad en BS, 18% para el de 90 °C y 35% para el de 70 °C)
y los obtenidos por APH mayor cantidad, principalmente luego del tratamiento a 400 MPa
(Figura 16a). En los geles con calcio predominarian las interacciones no covalentes,
principalmente la ionicas dependientes de calcio, por eso la alta solubilidad con el
agregado de los diferentes agentes desnaturalizantes. La solubilidad de las proteinas
cuando se agregaron los dos agentes desnaturalizantes estuvo entre 91 y 96% a esta
concentracion de calcio incorporada, sin diferencias significativas entre los tratamientos
(p>0,05, Figura 16a) indicando predominio de interacciones no covalentes y una pequefia
proporcién de proteinas unidas por interacciones puentes disulfuro. Al comparar los
valores de solubilidad de estos geles (7,5% de proteina y 15 mM de CaCl,) con los de la
Figura 5a (7,5% de proteina sin calcio adicionado) se encontré que la presencia de calcio
disminuyd la solubilidad en BS, lo que sugiere que una menor cantidad de proteina no
asociada a la matriz. Este comportamiento reflejaria que el hecho de que calcio permitié
sumar enlaces a los que ya existian en ausencia de calcio.

El aumento en la concentracion de CaCl, incorporado (geles con 30 mM) produjo
un aumento en la cantidad de proteinas unidas débilmente a la red (solubilidad en BS ca. a
50% en los geles térmicos y ca. a 60% en los geles por APH, Figura 16b). Esto coincide
con la idea de pérdida de proteinas al determinar la WHC de los geles (Seccion 2.2. de este
Capitulo). La mayor concentracion de calcio produjo geles sin interacciones puente
disulfuro, el agregado de los agentes desnaturalizantes en forma conjunta produjo

solubilidades ca. a 100% indicando que todos los enlaces fueron no covalentes (Figura
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16b). Estos datos indican que una concentracién tan alta de calcio produjo un desbalance
que deterioro la estructura de la matriz, aumentando la cantidad de proteina no unida a la
red e interfiriendo con otros tipos de enlaces como los puentes disulfuro. Cabe destacar que
algunos resultados de solubilidad proteica dieron valores por encima del 100% Yy se deberia
a un artificio de la determinacién, en estos casos no se observo pellet luego de la
centrifugacion indicando solubilidad total del gel.

QD
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100 - be o abab
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Figura 16: Solubilidad proteica (%) en buffer salino (BS) y en BS con agentes desnaturalizantes
SDS y/o UREA, de dispersiones de A10 al 7,5% con incorporacién de calcio a) 15 mM y b) 30
mM, sometidas a TT a 70 (=) 0 90 (m) °C, 0 a TAPH a 400 (=) o 600 (m) MPa. Promedio + error
estandar. Letras distintas en cada panel indican diferencias significativas (p<0,05).
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2.5. Microestructura de la matriz proteica

Se realiz6 microscopia electrénica de barrido a geles de A10 con 10, 15y 30 mM
de calcio incorporado. Se observan estructuras agregadas, heterogéneas y con poros mas
grandes a mayor concentracién de calcio incorporada en la matriz proteica (Figura 17).
Estas estructuras se diferenciaron de la matriz compacta y homogénea de los geles sin
calcio que se presentaron en la Seccion 1.5. de este Capitulo (Figura 6). En los geles
térmicos con baja concentracion de calcio (10 y 15 mM) (Figura 17a, b d y e) se
observaron indicios de filamentos finos de proteinas, agregados mas pequefios asi como
poros de menor tamafio en comparacion a los geles obtenidos por APH. Esto concuerda
con la mayor capacidad de retencion de agua que presentaron estos geles en comparacion a
los obtenidos por TAPH, lo que podria indicar que se tratara de geles mixtos. Estos geles
estarian constituidos por ambos tipos de estructuras (filamentos de proteinas y agregados)
y sus propiedades serian intermedias entre los geles de tipo finos y tipo particulados
(Foegeding et al., 1995). En los geles térmicos con 30 mM de CaCl, y en los geles
obtenidos con TAPH a todas las concentraciones de calcio incorporadas se observaron
agregados y poros de gran tamafio dando redes heterogéneas (Figura 17), lo que se
considera una caracteristica de geles particulados o agregados (Foegeding et al., 1995;
Remondetto et al., 2002). Estas diferencias en el efecto de la concentracion de calcio
incorporada segun el tratamiento aplicado para lograr la gelificacion se vieron reflejadas en
el comportamiento reolégico y WHC de los geles.

Maltais et al., (2005) observaron en geles frios obtenidos a partir de proteinas de
soja desnaturalizadas por calor y con incorporacion de calcio, que al mantener constante la
concentracion de proteinas y aumentar la concentracion de calcio aumentaba tanto el
tamafio de los agregados como de los poros, provocando mayor expulsion de agua de la

matriz dando menor WHC.
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Figura 17: Microscopia electrénica de barrido de geles de A10 (7,5% p/p de proteina) obtenidos
porTTa70°C(a,byc)o90°C(d,eyf), oa TAPH a 400 MPa (g, hei) o600 MPa (j,kyl). A
diferentes concentraciones de calcio incorporada: 10 mM (a, d, g y j); 15 mM (b, e, hy k) y 30 mM
(c, f, iy l). Aumento 2000x.

2.6. Textura
El TPA de los geles con calcio obtenidos por los diferentes tratamientos se realizo

Unicamente a los geles auto-portantes. Con los tratamientos de mayor nivel (90 °C y 600
MPa) se obtuvieron geles auto-portantes a todas las concentraciones de calcio
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incorporadas, observando diferencias significativas en la dureza. En los geles obtenidos a
90 °C la dureza aumentd al incrementar la concentracion de calcio de 10 a 15 mM y luego
no vario significativamente. Mientras que en los geles obtenidos con 600 MPa la dureza
incrementd significativamente con cada incremento en la concentracion de calcio y se
obtuvieron los geles mas duros en comparacion a los obtenidos por los otros tratamientos
(Figura 18a). Las propiedades de adhesividad, cohesividad y elasticidad no fueron funcion
de la concentracion de calcio en estos geles y fueron semejantes entre los geles obtenidos
con estos tratamientos que lograron la maxima desnaturalizacion proteica (Figura 18b, c y
d).
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Figura 18: TPA de geles de A10 (al 7,5% p/p) en funcion de la concentracion de calcio
incorporado obtenidos por TT a 70 (=) 0 90 (m) °C, 0 por TAPH a 400 (=) o 600 (=) MPa.
Promedio + error estandar. Letras distintas en un mismo panel indican diferencias significativas
(p<0,05).
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Por otro lado, con los tratamientos de menor intensidad, se obtuvieron geles auto-
portantes con TT a 70 °C a menores concentraciones de calcio (10 y 15 mM) y con TAPH
a 400 MPa a mayores (20, 30 y 40 mM). La dureza de los geles disminuyé al aumentar la
concentracion de calcio de 15 a 20 mM en los geles térmicos y aumento al aumentar de 20
a 30 mM en los geles obtenidos por APH a 400 MPa (Figura 18a).La adhesividad de los
geles aumento con el incremento de la concentracion de calcio principalmente en los geles
obtenidos con el TAPH a 400 MPay la elasticidad disminuyo (Figura 18b y d).

Los cambios encontrados en el TPA de los geles estudiados estarian relacionados
con el grado de desnaturalizacion que provocé cada tratamiento aplicado y las diferencias
en el efecto de la incorporacion de calcio entre los geles obtenidos por TT o por TAPH
indicarian diferentes mecanismos de gelificacion en presencia de calcio. En los geles por
APH el incremento de la concentracion de calcio aumentaria la dureza de los geles en

cambio en los geles térmicos la disminuiria.

2.7. Conclusiones parciales

La incorporacion de calcio permitié obtener geles con menor concentracion
proteica tanto por TT como por TAPH. La presencia de calcio favorecid el establecimiento
de nuevas interacciones atractivas entre polipéptidos permitiendo establecer una matriz con
menos cantidad de proteina.

Con los tratamientos de mayor intensidad (90 °C y 600 MPa) la desnaturalizacion
proteica fue completa, se obtuvieron geles fuertes con buena viscoelasticidad (tan & bajas)
y duros. La elasticidad (G") y dureza de los geles térmicos fueron independientes de la
concentracion de calcio incorporada en el rango estudiado (10 a 40 mM), en cambio en los
geles obtenidos por 600 MPa estos parametros aumentaron por el aumento de calcio. Con
los tratamientos de menor intensidad (70 °C y 400 MPa) la desnaturalizacion fue parcial y
dependid de la concentracion de calcio y se evidenciaron diferencias entre la gelificacion
térmica y la gelificacion por APH. Para el TT a 70 °C el aumento de la concentracion de
calcio produjo geles menos elasticos (G” disminuyd), con mayor dependencia con la
frecuencia (n aumentd) y menor viscoelasticidad (tan 6 aumentd) y menos duros. En
cambio para el TAPH a 400 MPa el aumento de la concentracion de calcio produjo geles
mas elasticos con menor dependencia con la frecuencia, mayor viscoelasticidad y mas

duros.
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La presencia de calcio establece interacciones de tipo iénico que se sumaron a
algunas de las que ya existian pero interfirieron con otras como los puentes disulfuro. Estas
interacciones proteina-proteina se dieron a costa de disminuir las interacciones proteina-
agua, es por ello que la gelificacion en presencia de calcio generalmente genera geles de
tipo agregados o particulados. En el caso de los geles térmicos a baja concentracion de
calcio (10 y 15 mM) se obtuvieron geles con WHC entre 60 - 80%, que serian mixtos
(matriz proteica con indicios de estructuras filamentosas y agregadas); a altas
concentraciones de calcio se obtuvieron geles de tipo agregados con menor WHC, mayor
opacidad (mayor L*) y microestructura mas heterogénea con poros de mayor tamafio. Por
otro lado los geles obtenidos por APH presentaron caracteristicas de geles agregados desde
las concentraciones de calcio mas bajas. En las condiciones analizadas, la concentracion de
calcio igual o mayor a 20 mM produjo un importante deterioro de la WHC, por lo que
deberian estudiarse estrategias como incorporacion de otro hidrocoloide o aumento de la
concentracion proteica, para obtener geles con altas concentraciones de calcio y WHC
aceptable.

Las diferencias del efecto de la concentracion de calcio en las caracteristicas de los
geles obtenidos por TT o TAPH reforzaron la idea de que el mecanismo de gelificacion
inducida por estos tratamientos seria distinto también en presencia de calcio. Los TAPH
serian aptos para formar geles mas fuertes con mayor contenido de calcio, principalmente

cuando se emplea mayor nivel de presion.
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El cambio en el pH de extraccion durante la obtencion de aislados proteicos resultd
una estrategia econdmica y simple de modificar estructuralmente a las proteinas de caupi.
El pequefio grado de desnaturalizacion que presenté A10 a causa de este cambio produjo
diferencias significativas con respecto a A8 en varias propiedades, principalmente en la
hidrofobicidad superficial y también en la sensibilidad a los TT y TAPH. Estos aislados
presentaron semejantes propiedades de solubilidad, WHC y viscosidad aparente, pero se
diferenciaron en su capacidad de gelificacion, en que A10 mostr6 mayor capacidad que
A8.

Es frecuente que los aislados de proteinas vegetales requieran algin procesamiento,
por ejemplo aplicacion de calor, para reducir la presencia de factores antinutricionales,
eliminar sustancias que afectan el sabor y aumentar la digestibilidad de las proteinas, a la
vez que se busca que no se deteriore la funcionalidad de las mismas. En este sentido, los
TT y los TAPH indujeron cambios mas drasticos en las propiedades fisicoquimicas y
funcionales de A8 que de Al0. La alta solubilidad en agua de los APC tanto antes como
después de los tratamientos fue una caracteristica destacable en el contexto de las proteinas
vegetales. La solubilidad de A10 no cambi6 significativamente luego de los tratamientos y
en muchas condiciones ensayadas fue mayor al 90%, en A8 se encontrd el menor valor
(72%) con el TT a 70 °C. Por lo tanto, los APC podrian ser utilizados en la formulacion de
alimentos que requieran alta solubilidad proteica y deban ser pasteurizados por TT o
TAPH durante su procesamiento, como bebidas fortificadas. Los TAPH fueron mas
eficientes que los TT para mejorar ciertas propiedades funcionales, como la LGC vy la
WHC de ambos aislados. Las APH podrian reemplazar a los TT como tecnologia de
conservacion en productos con APC que requieran buena capacidad de gelificacion y
retencion de agua, por ejemplo en productos carnicos o como sustitutos de proteinas
carnicas.

La capacidad de formar geles térmicos de los APC fue semejante a la de otras
proteinas vegetales de reserva en términos de concentracion critica. Sin embargo, las
proteinas de caupi presentaron una importante capacidad de establecer interacciones entre
si por lo que la gelificacion térmica comenzé antes de que se alcanzara un alto grado de
desnaturalizacion, lo que las diferencié de otras proteinas vegetales. Las propiedades
reoldgicas de los geles obtenidos dependieron de la concentracion proteica, la temperatura
del TT y la velocidad de calentamiento y enfriamiento. Los APC formaron geles con
buenas propiedades reoldgicas con TT a 80 °C, una temperatura relativamente baja para la

gelificacion de proteinas vegetales. Las interacciones que estabilizaron las matrices de
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estos geles se establecieron en menor proporcion durante el calentamiento (hidrofobicas y
puentes disulfuro) y en mayor proporcion durante el enfriamiento (puentes de hidrogeno).
En términos de concentracion critica, A10 necesitd menor concentracion proteica que A8
para formar geles con elevado moédulo elastico y baja tan 8. A temperaturas como 70 y 80
°C A10 formo geles més elasticos que A8. Esta mejor capacidad de gelificacion de A10
podria deberse a la mayor hidrofobicidad superficial de sus proteinas y/o al mayor
contenido de sal a causa del proceso de obtencidn. A temperaturas mas altas (90 y 95 °C)
las diferencias entre A8 y A10 se cancelaron, probablemente por el mayor grado de
desnaturalizacion, que enmascararia algunas diferencias iniciales entre ambos aislados. La
seleccion de uno u otro aislado dependeria de las caracteristicas texturales que se deseen
obtener y las temperaturas a las que se deba someter el producto alimenticio, la eleccion de
A10 seria ventajosa en la preparacion de alimentos en que se requiriera aplicar TT de baja
intensidad.

Se pudo lograr la formacién de geles débiles de A10 a partir de 10,5% p/p con TT
de 20 min a 70 °C y a partir de 9,0% p/p con TT de 20 min a 90 °C. Con ambas
temperaturas de TT el aumento de la concentracion proteica produjo geles térmicos mas
fuertes y duros con muy alta WHC, sin diferencias significativas en la dureza y WHC por
el aumento de la temperatura.

Nuestros resultados indican que las APH pueden ser empleadas para modificar la
gelificacion térmica de las proteinas de caupi. El pre-tratamiento con APH a bajas
concentraciones proteicas no favorecid la gelificacion térmica, pero aumentd las
interacciones entre las proteinas durante el calentamiento dando soluciones mas
viscoelasticas, por lo cual APC modificados por APH podrian emplearse como espesantes
para alimentos como sopas 0 salsas que se consumen en caliente. En cambio a altas
concentraciones (a partir de 10,5% p/p) el pre-tratamiento con APH permitié obtener geles
térmicos a menores temperaturas (50 o 60 °C dependiendo del nivel de presion utilizado).
Por lo que se podrian usar en estrategias de gelificacion en que se busque retener
sustancias termolabiles. Los efectos de los pre-tratamientos con APH en estos geles
dependieron fuertemente de la temperatura que se alcanzd durante el ciclo térmico, hasta
80 °C en ambos aislados se observd un fortalecimiento de la matriz debido al pre-
tratamiento, que fue mayor cuanto mayor fue el nivel de presion aplicado. En cambio, a
partir de 90 °C, el fortalecimiento en A10 fue de gran magnitud solo a 400 MPa, mientras
que en A8 no se detectaron cambios significativos con ningun valor de presion. En los

geles obtenidos con pre-tratamiento APH la contribucion a G™ durante el enfriamiento fue
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menor que en los no pre-tratados. Esto sugiere que las APH permitieron aumentar la
proporcion de interacciones hidrofobicas en los geles térmicos, probablemente por el
aumento de la hidrofobicidad superficial generado por el TAPH.

La gelificacion por APH requiri6 mayor concentracion proteica que la gelificacion
térmica (a partir de 13,5% p/p al aplicar 400 MPa y a partir de 12% p/p al aplicar 600
MPa). Las propiedades de los geles obtenidos por TAPH fueron funcion del nivel de
presion utilizada. Los geles a 600 MPa presentan dureza y viscoelasticidad semejante a la
de los geles térmicos, mientras que los geles a 400 MPa fueron mas débiles. Los geles
obtenidos por APH presentaron una matriz proteica compacta y homogénea como los geles
térmicos pero con predominio de interacciones puente de hidrégeno y menor cantidad de
puentes disulfuro. En base a esto, el TAPH se presenta como una alternativa que permite
obtener geles proteicos de caupi sin la necesidad de TT (geles frios) ventaja que se puede
utilizar para la obtencion de matrices proteicas capaces de contener sustancias labiles al
calor, asi como tambien satisfacer la demanda creciente de productos minimamente
procesados y sin conservantes quimicos. Tanto los geles térmicos como los obtenidos por
TAPH exhibieron una excelente WHC (mayor al 95% cuando fue evaluada en condiciones
muy enérgicas).

La incorporacion de calcio permitié gelificar los aislados proteicos de caupi por TT
y por TAPH a baja concentracion proteica (7,5%). El calcio modifico las interacciones
proteina-proteina, estableciendo nuevos enlaces (como los salinos) pero disminuyendo los
puentes disulfuro, el balance gener6 geles mas elasticos. Con las mayores concentraciones
de calcio se desbalancearon las interacciones, deteriorandose aquellas entre las proteinas y
el agua obteniéndose geles con baja WHC, sinéresis espontanea y del tipo agregado o
particulado. Este comportamiento dependié de la concentracidn de calcio incorporada y del
nivel de temperatura o presién utilizado. Los geles térmicos con baja concentracion de
calcio (10 y 15 mM) presentaron caracteristicas de geles tipo mixto, con matrices con
estructuras de filamentos finos y de agregados, buen comportamiento reologico y buena
WHC. En cambio los geles obtenidos por TAPH mejoran su comportamiento reoldgico a
altas concentraciones de calcio (30 o 40 mM) pero mantuvieron una baja WHC. La
incorporacion de calcio vario la tonalidad marron/ambar de los geles de caupi a tonalidades
blanguecina debido a la insolubilizacion proteica. En base a estos resultados, las proteinas
de caupi se podrian emplear en la elaboracion de productos simil lacteos fortificados con
calcio (yogurt, quesos). La WHC de estos sistemas podria mejorarse aumentando la

concentracion proteica o incorporando otro hidrocoloide.
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Los resultados obtenidos en esta tesis permiten concluir que la capacidad de
gelificacion de APC es muy versatil ya que la aplicacion de TT y TAPH (tanto durante la
gelificacion o como pre-tratamiento), asi como la incorporacion de calcio modificaron las
propiedades de los geles obtenidos. Esto representa un punto de partida para expandir el
uso de proteinas de caupi mediante el desarrollo de nuevos productos con caracteristicas
texturales definidas. De esta forma se contribuye con informacion para la actual busqueda
de proteinas vegetales que reemplacen las de origen animal, lo que conduciria a beneficios

tanto ecoldgicos como para la salud humana.
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Soluciones empleadas en SDS-PAGE

e Solucién de Acrilamida-Bisacrilamida: 30,0% p/v Acrilamida, 0,8% p/v
Bisacrilamida en agua destilada.

o Buffer del gel separador: 1,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, en agua destilada, pH 8,8.

e Buffer del gel concentrador: 0,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, en agua destilada, pH
6,8.

e Solucidn de Persulfato de Amonio al 10% p/v, en agua destilada.

e N,N,N°,N"-tetrametilentilendiamina

e Buffer de muestra: 0,125 M Tris-HCI, 2% SDS, 50% Glicerol, 0,1% Azul de
bromofenol, en agua destilada, pH 6,8.

e Buffer de corrida: 0,192 M Glicina, 0,025 M Tris-HCI, 0,1% SDS, en agua
destilada, pH 8,3.
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