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I. INTRODUCCION

1.1. Las propiedades funcionalesl su importancia y los métodos de evaluación

Los alimentos proteicos de origen animal son o resultan caros en

términos de requerimiento de tierra y precios de mercado. En reconocimiento

de la necesidad que existe en todo el mundode aumentar las proteinas en la

dieta, particularmente para los grupos de bajos ingresos, se han prodigado

intensos esfuerzos para desarrollar alimentos proteicos de bajo costo y una

creciente atención de la investigación se ha desviado de los alimentos pro­

teicos tradicionalesa las denominadasproteinas alimenticias"no convenciona­

les' (Mattil, 1971).

En el desarrollo de nuevas proteinas, el valor nutricional de las

mismasha sido el criterio que ha predominado llevando a pensar que el cono­

cimiento de su composición quimica y de su valor biológico es suficiente pa­

ra la preparación de nuevos productos.

Si bien el valor nutricional constituye una caracteristica impor­

tante,existen uuchos otros requisitos que una proteina de uso potencial en

alimentos debe cumplir. Entre éstos, las propiedades funcionales de las pro­

teinas constituyen la caracteristica nás inportante que determina el uso de

las mismasen el desarrollo de nuevos alinentos (Hinsella, 1976).

El tipo de propiedades funcionales deseables en una proteina depeg

derá del alimento al cual será incorporada. Por ejemplo, si se trata de una

bebida, se necesitará una proteins soluble y de adecuada viscosidad; si se



trata de un pan se requerirá que la proteina tenga una funcionalidad compa­

tible con el gluten; una proteina destinada s ls formulación de un producto

cárneo deberá poseer buena capacidad ligante de agua, buena capacidad emul­

sionante y capacidad de ser texturizada en forma de Fibras.

Si la proteína o el alimento al cual ella es incorporada no posee

ciertas caracteristicas organolépticas, de textura y estéticas que satisfa­

gan al consumidor, el valor nutricional de las mismaspor si solo no será su

ficiente para determinar su aceptación por parte del consumidor. La suplemeg

tación exitosa de un alimento, y el reemplazo o simulación de una proteina

tradicional, dependerá de la posibilidad de disponer de una proteina nueva

que posea las caracteristicas funcionales que están directamente relaciona­

das con la aceptabilidad del alimento comotal.

Los propiedades funcionalesdelas proteinas son propiedades Fisi­

co-quimicaa que determinan el comportamiento de las mismas en los sistemas

'slinenticios, a juzgar por loa atributos de calidad finales del producto

(Hinsella, 1976; Hermansson, 1979). Ellas reflejan complejas interacciones

entre composición, estructura, conformación, propiedades fisico-químicas de

la proteina per se, otros componentesdel alimento y la naturaleza del medio

donde se hallan o donde se miden.

En la Tabla 1 se da una reseña de las clases de propiedades funcig

nales de proteinas que son importantes desde el punto de vista de su aplica­

ción en alimentos.

Algunaspropiedades funcionales tipicas son: enulaificación que es



TABLA1: Propiedades Funcionales de proteinasl importantes para su uso en
alinentos.

Propiedad general Término Funcional Especial

Organolépticas Color, sabor, olor, textura, sensación bucal.

Hidratación Solubilidad, dispersibilidad, mojabilidad, sq;
ción de agua, hinchamiento, engrosamiento, ce­
lación, retención de agua, sinéresis, viscosi­
dad, Fornación de masa.

Superficie Emulsificación, espunado, aereación, batido,
formación de pelicula lipoproteica, capacidad
de ligar lípidos, de ligar aromas.

Estructurales Elasticidad, arenosidad, cohesión, nasticabili
dad.

Textura Viscosidad, adhesión, Formación de red por en­
trecruzamiento.

Reológicas Agregación, viscosidad, gelación, Fornación de
naaa, texturizabilidad, formación de fibra, eg
trudabilidad, elasticidad.



importante en productos cárneos procesados (salchichas, etc.); hidratación

y retención de agua en productos a base de masa y de carne; viscosidad, inh

portante en bebidas; gelación, requerida en Jaleas y productos frios a ba­

se de carne; espumado/batido en tortas y merengues; cohesión, importante en

la uanufactura de productos extrudados.

Las propiedades funcionales de las proteinas varían de acuerdo a

la fuente de donde provienen, al métodode extracción, separación, concentra

ción, deshidratación y están afectadas por las condiciones del medio donde

se encuentran, entre los cuales tienen especial influencia la temperatura, el

pHy la fuerza iónica.

En el desarrollo de nuevas fuentes proteinas es necesario evaluar

sistemáticamente sus propiedades funcionales, ya que su conocimiento permite

evaluar sus caracteristicas, sus aplicaciones potenciales y sus limitaciOnes.

Debido a la existencia de pocos métodos estandarizados para evaluar

'.propiedades funcionales, los investigadores han utilizado métodosarbitrarios

y empíricos con la consecuencia de que muchosde los datos de literatura so­

bre propiedades funcionales son de uso limitado a fin de comparar resultados

sobre funcionalidad de distintas proteínas.

Por lo tanto son necesarios métodosnormalizados para facilitar la

comparación de datos sobre propiedades funcionales así comopara su transfe­

remia a condicionesoperativas deespecial interés tecnológico.

Los métodosde análisis de las propiedades funcionales pueden div;

dirse en 3 clases (Peri, 1961):



- Métodosde análisis en sistenas modelo.

- Métodosde análisis en sistenas reales.

- Métodosde análisis a nivel molecular.

Métodosde análisis en sistenas modelo

Es el nétodo trás sencillo de evaluación de las propiedades funciona

les, realizable con pequeñas cantidades de muestra y muyútil en 1a puesta a

punto de métodos de aislación y purificación (Hermansson, 1979).

Unode los defectos de este nétodo es que se estudia cada propie­

dad funcional aisladamente mientras se sabe que existen relaciones entre las

mismas. La solubilidad, por ejemplo, determina la capacidad emulsionante o

gelificante de una proteina, sin embargoesta relación no ha sido todavía es

clsrecida. Es evidente que solamente el conocimiento de los mecanismosde

acción a nivel molecular puedeesclarecer dicha relación e.incluso simplifi­

'car la evaluaciónanalítica.

Otro de los defectos es que la gran simplicidad del sistena hace

muydifícil la transferencia de la información s un sistena complejo, comoes

generalmente un alimento.

Por último, lareproducibilidadde estos métodosestá limitada por

la falta de standards de referencia, o sea de productos con características

funcionales constantes y reproducibles.

Los experimentos en sistemas modelo tienen especial validez como

nétodo de comparación de proteinas de distinto orígen o como método de compa



ración de distintas tecnologias para obtener una nueva proteína.

Métodosde análisis en sistenas reales.

Lo que se busca de una nueva proteina es la posibilidad de usarla

comosustitutiva o complenentode una proteina tradicional sin modificar (si

es posible, o bien exaltar) su funcionalidad.

El mejor sistena de verificar esta aptitud es la de efectuar la sus

titución en la Formulaciónreal y evaluar la funcionalidad a través de las

cualidades organolépticas o estructurales del producto.

Es evidente que este método permite la evaluación de la calidad de

la formulación y preveer el comportamiento de la misma desde un punto de

vista práctico; es por lo tanto un métodoindispensable en las etapas de op­

timización del sistema y definición de la tecnologia industrial de producción.

Sin embargo cuando la puesta a punto de un proceso se halla en

etapa de laboratorio, el métodoes objetable ya que requiere gran cantidad

de producto y consume mucho tiempo.

Ademásla reproducibilidad de los métodos no es muybuena por las

interferencias debidas al gran númerode constituyentes y a las distintas ya

riables de 1a tecnologia.

Existe también la dificultad de expresar con parámetros objetivos

el juicio sobre el resultado de la experiencia. Generalmentelos métodosuti

lizados para dicha evaluación son reolfigicos, microscópicos u organolépticos,

siendo estos últimos los menosreproducibles.



Métodosde análisis a nivel molecular

Este tipo de estudios lleva indudablemente al conocimiento de los

fenómenosresponsables de la nanifestación de las propiedades funcionales.

Consiste en estudiar las propiedades funcionales en relación a su

interacción con el solvente y con otros cunstituyehtes que involucra un song

cimiento del rol y de la energia de los enlaces covalentes y no-oovalentes,

de 1a estabilización de la estructura molecular y de las relaciones intermo­

leculares.



1.2. PROPIEDADES FUNCIONALES DEPENDIENTES DE LA INTERACCION AGUA-PRÜTEINA:

Solubilidad y sorción de agua.

Muchasde las propiedades funcionales más importantes de las protei

nas de uso alimenticio, dependende las interacciones agua-proteina ya que pg

ra impartir 1a propiedad funcional deseada, deben primeramente interaccionar

con el agua para rehidratarse, hinchsrse y/o solubilizarse.

La naturaleza de las interacciones agua-proteina y proteina-prota;

na determina si la proteina se comportará en el sistema alimenticio comou­

na dispersión coloidal, comogel o comoun precipitado insoluble (Chou y Morr,

1979).

La solubilidad y la capacidad de sorción de vapor de agua, son dos

propiedades funcionales que están relacionadas a la interacción de las pro­

teinas con el agua.

La solubilidad (o bien la dispersibilidad de un material proteico)

es una medida de la capacidad que posee una proteina de formar soluciones cg

loidales (Quaglia y col., 1981).

E1 conocimientode las características de solubilidad en distintas

condiciones experimentales, provee infornación muyútil en la selección de

las condiciones óptimas de extracción de las proteinas de sus fuentes origina

les (Betschart y col., 1973; Hang y col., 197D); asimismo provee un buen ín­

dice de las aplicaciones potenciales (o limitaciones) de la proteina (Herman

sson, 1973) y da información útil para la optimización de las condiciones de
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procesamiento; ademásrevela el efecto del tratamiento por calor que podria

afectar sus aplicaciones actuales y potenciales (Mue Inglett, 197h).

Los perfiles de solubilidad de nitrógeno son usados comoguia de

funcionalidad ya que ellos puedenrelacionarse directamente a inportantes

propiedades comoser uso en bebidas, enulsificación, capacidad espumigena

y gelacibn.

Los perfiles de solubilidad son la primer propiedad funcional a

determinar en una nueva proteina, asi comodeberian determinarse tanbien en

cada etapa de la preparación y procesamiento de 1a proteina (Betschart,

197h; Mattil, 1971).

Las variantes que afectan la estructura nacrcmolecular de la protg

{na afectando su solubilidad han sido clasificadas de la siguiente manera

por Hermansson (1973):

a) Sales neutras. Cuandose agrega sal progresivamente a una solución de prg

teína nativa, la solubilidad primero aumenta(salting-in) y luego de pa­

sar por un náximocomienzaa disminuir (salting-out).

El proceso "salting-in" ha sido interpretado con suceso comoun efecto

inespecifico debidoa las interaccioneselectrostáticasentre las molécu­

las proteicas cargadas y el medio iónico. Estas interacciOnes llevan a

una disminución neta del coeficiente de actividad de la proteina que se

refleja en un incremento de 1a solubilidad.

Encontraste a1 efecto inespecifico del “salting-in", 1a efectividad de



Llas sales en inducir "salting-out" dependedel tipo de sal.

El fenómenode "salting out' posiblemente es el resultado de la competen­

cia de las proteinas y de los iones salinos por las moléculas de agua.

b) EE, El canbio de pHmodifica la carga dela proteina y por lo tanto el ba­

lance electrostático. Enel lado alcalino o ácido del punto isoeléctrico

las proteinas tienen una carga neta, ya sea negativa o positiva que ori­

gina Fuerzas repulsivas que causan un incremento de las interacciones prg

teina-solvente y por ende de la solubilidad. En el punto isoeléctrico la

carga neta es cero y las moléculas pueden agregarse ya que predominan las

fuerzas atractivas, causando un minimode solubilidad.

c) Temperatura. Un incremento de temperatura tiene un efecto de desorden so­

bre las proteinas y el solvente. Las proteinas podrán desenrollarse y se­

rán posibles nuevas interacciones, a una cierta temperatura la agregación

y la coagulación ocurren.

estructura enrollada= estructura desenrollada———Dagregación

d) Solventes orgánico . Los solventea orgánicos puedenafectar a las protei­

nas ya sea directamente por unión especifica o indirectamente alterando el

carácter del solvente.
Fukuahiua (1969) efectúó un estudio sistemático de la capacidad desnatu­

ralizante de 30 tipos de solventes orgánicos sobre proteina de soja. En gg

neral, la capacidad desnaturalizante dependede la hidrofobicidad del sql



vente y del grado de dilución en agua.

Los solventes orgánicos altamente hidrofóbicos poseen baja capacidad desna

turalizante frente alaspwoteinas. El poder desnaturalizante de los solveg

tes aumenta con la adición de agua; en consecuencia la mezcla agua-solvente

tiene mayorcapacidad desnaturalizante que los componentespursisolos.

Hernansson (1971, 1973, 197h, 1979) estudió el efecto de las sales,

del pHy de la temperatura sobre la solubilidad de proteinas de suero de le­

che, soja, colza y pescado. Mattil (1971), determinó los perfiles de soluci­

lidad de las proteinas de harina de nani, girasol, algodón y pescado,en agua

pura y en presencia de sales. Las sales tuvieron distinto efecto de acuerdo

al tipo de proteina y al pH.

Betschart (197h) estudió la influencia de la fuerza iónica, pH y

temperatura en la solubilidad de proteina de alfalfa.

Lauhony Bayer (1971) estudiaron el efecto del método de procesa­

ndento y del pHde precipitación en la solubilidad de aislado proteico de se­

núlle de algodón.

Romoy Bartholomai (1978) estudiaron la influencia del pH, fuerza

iónica y del tratamiento térmico en 1a solubilidad de aislado proteico de

porotos, Phaseolus vulgaris.

Ademásde la solubilidad, otras propiedades funcionales relaciona­

das con la interacción agua-proteina son: la absorción de agua, la capacidad

de ligar agua, la adsorción de agua, la retención de agua, la viscosidad y



la gelacifin.

Los términos absorción de agua y capacidad de ligar agua han sido

utilizados indistintamente en la literatura (Hinsella, 1976; Hagenmaier, 1972;

Hermansson, 1977).

La sorción de agua se define comoel agua adsorbida por una prote­

ina seca de una atmósfera de humedadrelativa conocida y constante, luego de

alcanzado el equilibrio.

Muchosinvestigadores han estudiado los aspectos físico-químicos

de las interacciones agua-proteína, los métodos para su cuantificación y han

descripto los distintos estados del agua asociada a las proteínas (NhLaren

y Roman, 1952; Bull y Breese, 1968; Fennena, 1977; Chau y Morr, 1979).

Las isotermas de sorcifin constituyen uno de los métodos más simples

de estudiar las interacciones primarias agua-proteína que ha sido utilizado

ampliamentepor distintos investigadores.

Ellas permiten conocer:

- Calores de sorción: importantes desde el punto de vista del seca

do.

- Entropías de sorción.

- La relación entre el contenido de agua y la actividad acuosa.

- Contenido de agua correspondiente a la monocapa: provee la base

para estimar el contenido de humedadóptimo para la estabilidad del producto

durante el alnacenamiento, ya que a contenidos de humedadmenores (menores

su) se ven Favorecidas las reacciones de oxidación de lípidos y a humedades



uás altas pueden ocurrir reacciones de pardeamientoruzenzimático y crecimieg

to de microorganismos (Labuza, 1968; Labuza y col., 1972).

Hermansson(1977) señaló que en general todos los estudios hechos

en aorción de agua en proteínas están relacionados con la estabilidad de las

mismas durante el almacenamiento o con el proceso de secado, siendo nuy po­

cos los estudios hechos de las relaciones entre la sorción de agua y otras

propiedades funcionales que dependen de la interacción agua-proteina, como

la solubilidad.

Dicha investigadora estudió las isotermas de sorción de agua de

distintas proteinas sometidas a tratamiento térmico (efectuado por calenta­

miento de dispersiones de proteína) y relacionó las diferencias en 1a sorción

con la solubüididad y el hinchamiento de las mismas. Halló que la snrción

de agua a actividades de agua bajas e intermedias aumenta con la capacidad

de hinchsrse; a altas actividades acuosas, donde comienzael proceso de salva

tación, las diferencias en 1a sorción se puedenrelacionar ya sea al hincha­

udento o a 1a solubilidad.

Kilara y col. (1972) estudiaron 1a solubilidad y la capacidad de

sorción de agua de harina y aislado proteico de girasol.

Hu e Inglett (197h) señalaron que se han hallado algunas correla­

lsciones entre algunas propiedades funcionales de la harina de soja y su so­

lubilidad, por ejemplo entre absorción de agua y solubilidad. .

Hutton y Campbell (1977) estudiaron 1a influencia del pH y de la

temperatura en 1a solubilidad y absorción de agua de concentrado y aislado



de soja y su correlación.

Hernansson (1972) encontró una buena correlación entre fuerza del

gel y capacidad de hinchamiento en aislado proteico de soja.

Fennema(1977) hizo una revisión de la relación entre capacidad de

ligar agua (o agua 'ligada'), desnaturalización y solubilidad de proteinas.

Dichoautor concluyó que si bien el tene referente a las interacciones agua­

proteina tiene gran importancia, poco se conoce respecto de la naturaleza del

agua 'ligada' y su relación con la solubilidad de las proteinas.



1.3. DESNATURALIZACIDN Y FUNCIONALIDAD

Los efectos de la desnaturalización parcial o total en la funcio­

nalidad de las proteínas es de gran significación para su uso actual y poteg

cial en los alinentos; el reconocimiento de la importancia de este fenómeno

iuplica la necesidad de estudiar las condiciones prácticas bajo las cuales

las proteínas son lábiles o estables a la desnaturalización (Kinsella, 1976).

Si bien el Fenómenode desnaturalizacifin es familiar, no ha sido

interpretado de la mismaforna por los distintos investigadores.

En términos generales, el proceso de desnaturalización involucra

una alteración de la estructura ordenada de lapmoteinanativa consistente en

la modificaciónde la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, sin

ruptura de los enlaces covalentes prinarios (Mue Inglett, 197k; Hinsella,

1976) .

La desnaturalización conlleva por lo tanto a un cambio de las pro­

piedades fisico-químicas y funcionales de las proteínas.

La solubilidad ha sido comúnmenteutilizada comouna medida de la

desnaturalizacifin ya que generalmente una proteina desnaturalizada posee ba­

ja solubilidad; sin embargoexisten casos en que solubilidad y desnaturali­

zación no varian paralelamente (Fukushima, 1959).

Es de notar que si bien usualmente la'pérdida de solubilidad en prg

teínas calentadas es atribuible a un proceso de desnaturalización, los canh

bios en la solubilidad son el resultado del doble efecto de desdoblamiento



de las cadenas polipeptidicas (desnaturalización) y de la agregación de las

proteinas; la importancia relativa de uno u otro mecanismodepende de cada

sistena en particular y de las condiciones de calentamiento (Fennena, 1977).

La desnaturalización de las proteinas en solución lleva a la for­

nación de un coágulo insoluble; asimismo la insolubilización que acompañaal

proceso de secado o al alnacenamiento de las proteinas se debe en gran parte

a la interacción entre las proteinas desnaturalizadas.

La naturaleza de los enlaces que llevan a la agregación no puede

ser muydistinta de la que da estabilidad a la proteina nativa.

Enlaces salinos, puente hidrógeno y disulfuro intermoleculares se

han_propuesto comoresponsables de la agregación, asi comointeracciones eg

tre grupos hidrofóbicos de las proteinas en solución donde,excepto el enlace

diaulfuro, son poco factibles otros enlacescovalentes(Fukushima, 197D).

Sin embargo en el l'estado seco“ o de humedades intermedias, pueden

ocurrir otros enlaces covalentes comoenlaces amida que producen un “cross­

linking“ adicional.

Muchosconcentrados y aislados proteícos se‘producen en forma des­

hidratada, la importancia de las isotermas de sorción de agua resulta evideg

te ya que proporcionan información sobre el estado del agua y su actividad,

factores determinantes de 1a estabilidad de los alimentos de bajo contenido

de agua (Labuza y col., 1970; Labuza, 1980). La desnaturalización parece te­

ner poco efecto en la cantidad de agua ligada a las proteinas, manifestando­

se generalmente comoun pequeño incremento de la cantidad de agua ligada (EE



nnema, 1977).

Hermansson(1977) estudió el efecto del tratamiento térmico en dig

persiones de proteina de soja y de suero de leche sobre las isoternas de so;

ción de agua. El tratamiento resultó en un aumento de la capacidad de sor­

ción de agua a actividades acuosas bajas e intermedias; por encima de una

aUde 0,7-0,75 las proteinas sin tratar tienen mayorcapacidad de sorción.

E1 mismotratamiento térmico provocó una disminución de la solubili

dsd de ambas proteinas.

Pence y col. (1953) estudiaron los efectos del tiempo, temperatu­

ra y contenido de humedaden la desnaturalización por calor del gluten de

trigo; la desnaturalización fue medidacomopérdida de solubilidad del gluten.

La velocidad de pérdida de solubilidad se vió increnentada con 1a temperatu­

ra de tratamiento y con la humedadhasta un contenido de agua de 35%, por .

encimade este valor la velocidad de insolubilización comienza a disminuir.

Mue Inglett (197h) publicaron una revisión detallada de los efec­

tos de la desnaturalización por calor y por agentes quimicos en las propie­

dades funcionales de proteínas de origen vegetal.



II. OBJETO DEL TRABAJO

El presente trabajo tiene comoobjetivo general el estudio del e­

fecto del tratamiento térmico sobre dos propiedades funcionales de las pro­

teinas dependientes de la interacción agua-proteina: sorción de agua y solubi

lidad.

Dentrodel objetivo general se persiguieron las siguientes finali­

dades:

- estudio del efecto del tratamiento térmico en las ísotermas de sorción de

agua de las proteinas y su posible correlación con las variaciones de so­

lubilidad que ocurren bajo las misnas condiciones de tratamiento.

- estudio del efecto del tiempo, temperatura y contenido de humedaden la

pérdida de solubilidad de proteinas.

- estudio de los posibles mecanismosque conllevan a la pérdida de solubili­

dad de proteinas.

Se espera que los resultados sean de utilidad en dos aspectos:

(I) 255129: Contribuir al conocimiento de la influencia de variables como

temperatura, tiempo y contenido de humedaden las propiedades funciona­

les y al esclarecimiento de los mecanismosbásicos que llevan a la pér­

dida de solubilidad y de otras propiedades funcionales relacionadas.

(II) APLICADO:El tratamiento térmico que se aplicaialaa proteinas durante

su procesamientopara removersolvente, destruir antinutrientes, inacti

var enziuas, eliminar off-flavora y secar, es la variable que másafec­



ta a su funcionalidad especialmente cuando se aplica calor húmedo.

Ls optimización de estos procesos con el fin de preservar propiedg

des funcionales de las proteinas, requiere datos cinéticos de pérdida de prg

piedades Funcionales. Siendo la solubilidad el Indice más adecuado de funcig

nalidad, el conocimiento de los parámetros cinéticos correspondientes a la

pérdida de la misma(constantes de velocidad y energías de activación) en

función del contenido de humedadpuede proveer información útil para optimi­

zar dichos procesos.

Variables como temperatura, humedady tiempo determinan asimismo el

deterioro de las proteinas durante su alnacenamíento; el conocimiento de los

parámetros cinéticos antes sancionados permite predecir cuantitativamente la

uagnitud ds dicho deterioro.

El presente trabajo se realizó sobre harina de porotos (Phaseolus

vulgaris, variedad alubia) y sobre aislado proteico del mismoporoto.

La elección del naterial de estudio respondió básicamente a la ne­

cesidad de disponer de una proteina con buena solubilidad inicial; el poro­

to comotodas las leguminosas posee un bajo contenido de lípidos lo cual ha­

ce innecesaria su extracción previa y por ende el uso de solventes orgánicos

que disminuyen la solubilidad y otras propiedades relacionadas.



III. PARTE EXPERIMENTAL

111.1. MATERIALUTILIZADD

III.1.1. Harina de Eorotos

La harina se obtuvo por tamización a través de mallas de BD'mesh"

de porotos (Phaseolus vulgaris, variedad alubia), previamente molidos en un

molino a paletas.

111.1.2. Aislado groteico de Eorotos

La proteina fue extraída de la harina de porotos por suspensión de

la mismaen agua destilada (relación harinazagua 1:10); el pH se ajustó a 10

por agregado de solucón diluida de NaGH.

La suspensión se agitó por 1 hora a temperatua ambiente y luego se

centrifugó por 1 hora a 2.000 r.p.m. en una centrífuga de laboratorio Rolco

de 3 litros de capacidad.

El sobrenadante se filtró a través de papel UhatmanNo#1, se ajug'

tó el pHa 3,75 con solución diluida de HCl(punto isoeléctrico aproximado,

Romoy Rolfe, 197h), y luego se centrifugó por 30 minutos a 2.000 r.p.m. El

sobrenadante conteniendo hidratos de carbono solubles, proteinas y aminoáci­

dos libres se descartó.

El coágulo proteico de color blanco se lav6 dos veces con agua des

tilada y se centrifugó cada vez por 3Dminutos a 2.000 r.p.m. El coágulo asi

obtenido se congeló rápidamente a -#DDCen una congeladora a placas y luego
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ae liofilizó a temperatura ambiente por 30 horas en un liofilizador STDKES

902-1-8 cuya cánara estaba a una presión de 0.1 Torr.

E1 aislado proteico de color crema obtenido en eataa condicones ae

molió en un molinillo de laboratorio para lograr una granulometría homogénea,

se envasó al vacio y se almacenó a -25°C hasta au uso.

La humedad final de dicho aislado fue de 3,5 g de HZD/1DDg de mate

ria seca.

111.2. METDDDSDE ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA DEL MATERIAL UTILIZADD

111.2.1. Determinación de humedad

La humedadde laa nuestras de harina o aialado proteico ae determi

nó gravimétricanente en estufa de aire a 11008hasta lograr peso constante

horas).

III.2.2. Determinaciónde Eroteina'

Se utilizó el procedimiento de Hjeldahl para dosar el nitrógeno tg

tal. El contenido de proteína se calculó con un factor de 6,25.

111.2.3. Determinación de ligidoa

Se utilizó la técnica de Lyona-Lippert (1966).

A 25 g de harina o de aialado proteico se agregaron 228 ml de la

mezcla CH3DH:C13CH:HZD(20:10:7,6 v/v), ae agitó peródicamente y a las 2h



-29­

horas ae centrifugó y filtró; el residuo sólido se trató con otros 228 m1de

1a uezcla y se centrifugó y filtró.

Los filtrados (aprox. 500 m1) se adicionaron de 120 m1 de agua, se

agitó y dejó decantar, se centrifugó y se separó la capa inferior de CIJCH;

se deshidrató con SÜhNa2y filtro; se evaporó el solvente en rotavapor. El

residuo, se tomócon éter etílico y se llevó a peso constante (70°t en vacío).

111.2.h. Análisis guímíco cuantitativo de los hidratos de carbono

III.2.h.1. Extracción de los azúcares

La extracción se efectuó de acuerdo al método oficial de A.U.A.C.

(29.0h3, 1965).

1Dgr de harina o de aislado proteico se pasaron en un Erlenmeyer,

ae neutralizaron por agregado de 1 gr de 83803 y se añadieron 125 m1de eta­

nol 50% (v/v) y mantuvo en baño de agua (1 hora, 83-8708) empleando un pe­

queño embudoen el cuello del erlenmeyer comocondensador. Una vez frío, se

estacionó por una noche, centrifuáó 15 minutos a 1.500 r.p.m., lavó por dos

veces el residuo con 25-30 ml de etanol neutro cada vez, reuniendo los lí­

quidos de lavado a1 sobrenadante original.

E1 líquido se concentró hasta un volumen de ZD-hüml (eliminación

del etanol) y se transfirió a un tubo de centrífuga donde se procedió a la

defecación por agregado de solución de acetato neutro de Ph, agitó y esta­

cionó por 15 minutos, observando la formación de un precipitado floculento.

E1 exceso de Fb se eliminó por agregado de solución saturada de oxalato de



potasio seguido por centrifugacifin.

Finalmente se llevó a volumen.

III.2.h.2. Azúcarestotales

La determinación se basó en el métododel fenol-sulfúrico propues­

to por Whistler y wolfrom (1962).

1 ml de la solución acuosa obtenida en III.2.h.1. conteniendo entre

1Dy 7D K'de azúcares se pipeteó en una cuba colcrinétrica. Se agregó 1 m1 de

solución 5%de fenol y se uezcló; asimismo se prepararon tres blancos con 1

ml de HZDen vez de solución de azúcares.

Utilizando una pipeta modificada de flujo rápido se agregaron 5 ml

de SD H2 96%a cada tubo de tal manera de lograr una buena mezcla y una bue­l.

na distribución del calor.

Luego de 1Dminutos los tubos se agitaron nuevamente y se colocaron

en un baño de agua a 25-3008 por 20 minutos. Se observó una coloración ama­

rillo anaranjada estable por algunas horas. Se midieron las absorbancias a

“90 nm para hexosas y metilhexosas.

La absorbancia promedio de 3 blancos se sustrajc de la abaorbancia

de la muestra y se determinó la cantidad de azúcares por referencia a una cu;

va standard de galactosa preparada previamente. Las determinaciones se efec­

tuaron por triplicado.

III.2.A.3. Azúcaresreductores
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SedeterminarongravimétricanenteporelmétododeMunsonywalker

(ACHS,OfficialMethod31.037,1980)sobreelextractodeazúcaresobtenido

enIII.2.h.1.apartirdeharinadeporotos.

Secolocaronenunvasodeprecipitados25mldesolucióndeCuSÜ,

(hhÜ,9mgCu/25ml)y25mldesoluciónalcalinadetartratodesodioypota­

sio(173grdetartratodesodioypotasio.kH20ySUgrNaDHen500mlde

aguadestilada),seagregó50m1delasoluciónobtenidaenIII.2.h.1.

Secalentólamezclatapadaconvidrioderelojsobreunnechero

Bunaendetalnaneradellegaraebulliciónenhminutosysemantuvoene­

bulliciónpor2minutosexactamente.

Sefiltrólasolucióncalienteatravésdeasoestospurificadaen

Goochdeporcelanaporsucción.Selav6elprecipitadodeCu20conHZDca­

lientea60°Cysesecóenestufaa10008por30minutos.Finalmentesepe­

só.

Seefectúaunblancodelamismamanerasustituyendolasoluciónde

azúcaresporHZÜ.

DetablasdelAUACaeobtuvieronlosvalorescorrespondientesdeE

zficaresexpresadoscomoglucosa.

III,2.h.h.Azúcareainvertiblea

AunaalicuotadeSUmldelasoluciónobtenidaparaladetermina­
cióndeazúcaresreductoresdelaharina,seagregaronSm1deHCl8::1,1Ü

ysecalentóenbañodeaguaa60°Cdurante30minutos.Seneutralizólaso­
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luciónconNaÜH10%(tornasol)yllevóavolumenenuatrazaforado(100ml).

Sobreunaalícuotadeestasoluciónsedeterminaronlosazúcares

invertibles(expresadoscomoAzúcarinvertido)porelmétododeMunsony

hhlkerantesneneionado(ABADOfficialMethod31.037,1980).

III.2.h.5.Azúcaressacarificables(Almidón).

Separtióde1Dgrdeharina520grdeaisladoproteico,seneutra

1126conCaCUsuspendióen125m1deetanol50%ymantuvoenbañodeagua
3'

1horaa83-87ab,luegosedecantóelliquido,selavóelresiduoconetanol

neutroysesecoenestufadevacioa50°CsobreCaClZ.

Elresiduosecosetratócon671m1deaguanás67,1m1deHClS:

1,125ycalentóareflujopor2horas.Luegosefiltróyllevóaunvolumen

finalde1.000ml.

Sobreestasoluciónsedeterminaronloshidratosdecarbonosacari­

ficablesporelmétododeMunsonyWalkercitadoanteriormenteyseexpresó

elresultadocomoglucosa.Seutilizóunfactorde0.9paraconvertirgluco­

saenalmidón.

III.2.5.AnálisisdeazúcaresEorcromatggrafiagas-liguido(CEL)

Losazúcaresaeextrajerondelaharinaydelaisladoproteicode

acuerdoalatécnicadelasecciónIII.2.h.1.

Posteriormentedichosextractossecongelarona-hÜ°Cyseliofili

zaronatemperaturaambiente.



Lasazúcaresaedianlvieronenpiridinayseagregó'TRISIL'para

obtenerlostrinetilsililderivadaa.
SeutilizóuncromatógrafaHewlettPackardmodeloSBBÜQ.Lacolumna

devidriode120x0,20c.serellenóconChromosorbw-AmDNCS60-80comoag

parteyDV-1D1al2%comofasefija.

E1programadetemperaturasFue:

Temperatura1:15006Tiempo1:D‘

Temperatura2:25008Tiempo2:30'

¡Seutilizaronmuestraspatróndeglucosa,Fructosa,maltuaaysa­

carosaparalaidentificacióndelasazúcares.
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III.3. TECNICA CULÜRIMETRICA PARA LA DETERMINACIQHLDE PRÜTEINA SÜLUBLE

Debido al gran númerode determinaciones de proteina involucradas

en el presente trabajo, se utilizó comotécnica alternativa al Hjeldahl que

es un procedimiento largo y laborioso, una técnica colorimétrica que utili­

za Acido Naranja 12 propuesta por Romoy col. (1975) debido a su simplicidad

y buena correlación con el tradicional métodode Hjeldahl.

Cada material proteico (aún distintas variedades de una mismaes­

pecie) da una ecuación de regresión diferente debido probablemente a las dig

tintas cantidades de nitrógeno no proteico y distintos contenidos de aminoá­

cidos básicos (Lakin, 1973) de cada uno de ellos.

Por ello se determinaron las curvas de calibración tanto para la

proteina de harina de porotos comopara el conjunto de partidas de aislado

proteico liofilizado utilizados en el trabajo.

Reactivos

a) C. I. Acido Naranja 12. Se obtuvo colorante puro del UdyAnalizar

80., P. 0. Box 1h8, Boulder, Colorado 80302, USA.

B) figgctívo colorante-buffer. Contenía 0,35 gr de C. I. Acido Na­

ranja 12 puro disuelto en 1 litro de Acido cítrico 0.3 M.

Curva de calibración

8 gr de harina 6 2 gr de aislado proteico de porotos se extrajeron
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con 90 ml de agua destilada ajustándose el pHa distintos valores con solu­

ción diluida de NaÜHó ClH para lograr distintas concentraciones de proteína

soluble.

Las suspensiones se agitaron durante 1 hora a temperatura anbiente,

centrifugaron por 30 minutos a 2.000 r.p.m. en una centrífuga de laboratorio

GRIFFINand GEORGEy se filtraron por papel Uhatman No A1, finalmente se

llevaron a un volumen final de 1ÜÜml.

Sobre estas soluciones se determinó proteina cruda (total) por

Hjeldahl (N x 6,25).

Se efectuó una dilución 1:10 de dichas soluciones a fin de lograr

una concentración final menor que 0.15% (p/v) de proteina (N x 6,25). 5 m1

de estas soluciones diluídas se mezclaron con 1Dml de solución buffer de c2

lorante en tubos de ensayos, se mezclaron las soluciones por inversión de

los tubos y se dejaron hasta el día siguiente para lograr el equilibrio.

Los sobrenadantes se filtraron a través de papel de filtro de fi­

bra de vidrio (hhatman GF/C) y se efectuó una dilución 1:20 de los mismos og

ra medir la absorbancia a #82 nm (Es) en un espectrofotómetro BeckmanD-U

usando cubetas de 1 cm.

Para la construcción de las curvas de calibración, las absorbancias

de los sobrenadantes diluidos (ES) se sustrajeron de la de un blanco (EO) lo­

grado agregando 5 m1 de HZUen vez de la solución proteica a los 10 ml de so­

lución colorante.

La diferencia (EO-Es) se graficó en función del contenido de pro­



‘__J1i_J‘ AJ1J‘ AJ1AJ‘ J14J‘ ¿J1.J‘ J‘ J‘ J‘ J‘ J‘ J‘ J‘ J‘JA]J4‘J‘1—4¡

-35­

teína cruda (%p/v) determinado por Hjeldahl del extracto original de pro­

teína (Figuras 1 y 2).

Las ecuaciones de regresión Fueron las siguientes: donde HPes el

contenido de proteina cruda (Hjeldahl).

HPa 1,h12 (Eo - E8) + 0,062 harina de porotos

HP= 1,171 (EU- Es) + 0,115 aislado proteico de porotos

Los coeficientes de correlación fueron:

r a 0,998 harina de porotos

r n 0,997 aislado proteico de porotos

III.h. DETERMINACIDNDE PRUTEINA SÜLUBLE

8 gr de harina ó 2 gr de aislado proteico de porotos se extraje­

ron con 90 ml de agua destilada, el pH se ajustó y mantuvo en.1D con solu­

ción de NaUHdiluido y se agitó en un agitador magnético por 1 hora a 25°C.

Luego la dispersión se centrifugó por 30 minutos a 2.000 r.p.m. y

el oobrenadante se fíltró a través de papel UhatmanND#1, llevándose a un

volumen final de 1DGml.

El nitrógeno soluble en estas condiciones se determinó por el métg

do colorimétrico del Acido Naranja 12.
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FIGURA1 :Curva de calibración correspondiente a harina
de porotos.
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nitrógeno soluble en HZÜ
x Nitrogenn SOIUDlea nitrfifieno total en la muestra (Hjeldahl) x 100

111.5 ISÜTERMAS DE SDRCIÜN

Las humedadesde equilibrio se determinaron gravimétricamente en

condiciones estáticas.

Se utilizaron desecadores para vacio de 20 cm de diámetro como

recipientes que nantuvieran ambientes de humedadrelativa constantes.

Las mismasse lograron mediante la utilización de soluciones sali­

nassaturadasde humedadesrelativas constantes (0' Brien, 19h8; Richardson y

Malthus, 1955; Rockland, 1960; Young, 1967).

En cada desecedor se colocaron a lo sumo 6 nuestras utilizando como

soporte pesafiltros de h cm de diámetro y h cm de altura y 100 ml de solución

salinasaturadaque contenía un exceso del 30%en peso de sal para asegurar

que las soluciones se mantuvieran siempre saturadas.

Se efectuó vacio en los desecadores a fin de disminuir el tiempo

necesario para alcanzar el equilibrio y se colocaron en una cámara a 27°C

(1 1°c).

Las nuestras se pesarcn periódicamente y se consideró haber alcan­

zado el equilibrio cuando se verificó constancia de peso (en balanza de pre­

cisión 0,0001 gr).

El inconveniente de la putrefacción de las muestrasa elevada hume­

dad relativa, se evitó incorporando a las mismasun 0,5% de sorbato de pota­



sio.

Paradeterminarlanasssecadecadamuestra,unavezalcanzadoel

equilibrio,sesiguiólatécnicadescriptaporIglesias(1975)consistente

ensecarlasmuestrasenestufadevacioporuahorasenpresenciaprimero

deCaCl2yluegodepercloratodemagnesiocomodesecantes.

CadavalordelasCurvasdesorcióndeaguaFueelpromediodedos

determinacionesy1ahumedaddeequilibrioseexpresócomogHZÜ/gmateria

secs.

Eltiemporequeridoparallegara1equilibriooscilóentre5y28

dias.

LassolucionessalinasutilizadasylasHRcorrespondientesa25°C

senuestranen1aIanla_2,

111.6.PREPARACIONDELQEÏMUESTRAS

III.6.1.MuestrasdeharinayaisladoEroteicodeporotos

Losensayossobreharinayaisladoproteicorequirieronúnicamen­

teelajustedelcontenidodehumedad.Lasmuestrascasi"secas"(0,5-1%

dehumedad)seprepararonporliofilizacíónatemperaturaambientedetal

naneradenoproducirmodificaciónporcalordelaspropiedadesfuncionales.

Paralapreparacióndelasmuestras"húmedas"seutilizóelsiguieg

teprocedimiento:Unafinacapadeharina6aisladoproteicoserociópor

spraycon1acantidadnecesariadeaguaparalograrelniveldehumedadde­

seado;lasmuestrahumidificadasseenvasaronenenvasesflexiblesimpermea­
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blesysedejaronenunaheladera(n°c>hdiashastalograrunadistribución

uniformedelagua;seconsideróqueestetiempoerasuficienteenbaseaque

determinacionesdehumedaddeelmaterialdedistintaspartesdelabolsa

arrojaronresultadoscoincidentes.

111.6.2.Muestrasdeharinavaislggogproteicodeporotosconaoregadode

glucosaodeésteresmetilicosdeácidosgrasos

Estossistemasseprepararondíspersando6bienlaharina6elaig

ladoproteicoenaguadestiladaenunaproporciónde1gramodenatarialpor

cadahgramosdeagua.

Lasdispersionesseagitaronatemperaturaambienteconunagitador

apaletasyaeagregaronlentamente6bienlaglucosadisueltaenagua6los

ésteresmetilicosdeácidosgrasosdisueltosen1Dmldeetanol.

Secontinuóagitandopor30minutosparalograrunadistribución

uniformeyalcabodeéstetiempolasdispersioneasecangelarona-AU°Cen

unacongeladoraaplacasyseliofilizaronatemperaturaambienteenunacá­

naraconunapresiónde0.1Torr.

Lahumificacióndeestossistemasseefectuódelananeramenciona

daanteriormenteenIII.6.1.

III.7.TRATAMIENTOTERMICO

III.7.1.Paraladeterminacióndeproteinasoluble

Muestrasdeharinaodeaisladoproteicodeporotoscasi"secas"
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(0,5-1%humedad)ohumidíficadasfueronenvasadasenenvasesdehojalata

barnizadosde7omdediáuetroyhcmdealturaquefueroncerradosherméti­

csuentemedianteunarenachadoramanual.

Losenvasesfueroncolocadosenunaestufaatemperaturacontrolada

(11GB)ycalentadospordistintosperíodosdetiempoalcabodeloscuales

aelossacódelaestufayenfriórápidanenteenunaheladeraparaluegoeng

lizarelnitrógenosoluble.

Severificóquelosintervalosdetiemporequeridosparalograruna

temperaturauniformeenelmaterialcontenidoenlosenvasestantoduranteel

calentamientocomoelenfriamientoerandespreciablesfrentealostiemposde

calentamientoestudiados.

111.7.2.Para1adeterminacióndelasisotermas

E1tratamientoen'aeco'seefectuósobremuestrasdeharinaosig

ladoproteicocontenidasenfinscapaenbandejasabiertasdentrodeunaea­

tufsdetemperaturacontrolada(t1GB).

Eltratamientoen'hümedo'aeefectuósnenvasesherméticoadehole

lata.
EntodosloacasoseltratamientotérmicoseefectuósSD,7D6

so°bporABhoras.A1cabodeestetiemposeretiraronlasmuestrasdelaag

tufa,seenfriaronrápidamenteenunaheladerayaedeterminaronlasisoter­

lasdesorción.
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IV.RESULTADOSYDISCUSION

IV.1.CÜMPÜSICIQflQUIMICAQE}MATERIALUTILIZADÜ

EnlaTabla3aparecenlosresultados(enbaseseca)obtenidosdel

análisisdelosprincipalesconstituyentesdelaharinayaisladodeporotos

Phaseoluavulgaris.Entodosloscasoslasdeterminacionesseefectuaronpor

duplicado6triplicado.

Enelcasodelaharinadeporotosladiferenciaa100puedeconsi

derarsequeconstituye1asumadefibraymaterialinorgánico.Losresultados

obtenidosparalaharinadeporotossonsemejantesalosqueseencuentranen

literaturaparaporotosdelgéneroPhaseolusvulgaris.

IV.2.EFECTODELTRATAMIEEIÜTERMICOENLAAEQRCIÜNDEAGUAYSUCURRELACIÜN

CONELNITRÜGENÜSÜLUBLEENHARINAYAIELADÜPRUTEICÜDEPÜRUTDS

IV.2.1.Efectodeltratamientotérmicoenlasisotermasdesorcióndeagua

deharinayaisladoEroteicodegorotos

HilarayHumbert(1972)observaronqueeltratamientotermicode

harinayaisladodesemilladegirasolteniamuypocoefectoen1azonadela

isotermacorrespondienteabajasactividadesacuosas(0,1-0,55)mientras

queobservaroncambiosnotablesenlasorcióndeaguaaaUcomprendidasen­

tre0,6y0,96.

Hermansson(1977)sugirióqueenlazonadealtasa,dondecomieg
U
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zalaetapadesolvatación,lasdiferenciasenlaaorcióndeaguadebidasal

tratamientotérmicosepuedenrelacionarconlasdiferenciasenlasolubili­

daddelnitrógeno.

Debidoaesto,lasisotermasdesorciónseestudiaronenelrango

deactividadesapuosascomprendidoentre0,65y0,97.

LaFigura3muestraelefectodeltratamientotérmicoen"seco"en

lasisotermasdesorcióna27°Cdeharinadeporotos.

Sibienelcontenidoinicialdeaguadedichaharinaerade0,123g

H20/gmateriaseca,comolamismasedispusoenunacapafinaenunaban­

dejaduranteeltratamientotérmico(QBhorasa50,70690°C),sepuedea­

sumirquedurantelamayorpartedeltiempodecalentamientosehallabacasi

'aeca".

EnlaFigurahsenuestraelefectodelmismotratamientotérmico

peroen'húrredo"enlasisotermsdesorcióndeharinadeporotos.Elconte­

nidodehumedadde1aharinafuede0,1h1'gH20/gnateriaseca.

Lacomparaciónvisualdelasisotermascorrespondientesalasmueg

trastratadasylanotratada(control)nuestraqueexisteunamodificación

delacapacidaddesorcióndeagua;lasnuestrastratadasa90°Cporaahoras,

sonenamboscasoslasqueacusanunamayorvariaciónensucapacidaddeso;

ciónSiendoéstamenor,entodoelrangodeactividadesacuosasinvestigado.

Paralasmuestrastratadasa50y70°Cporuehoras,lacomparación

noeatansencilla,sibienlasisoternaaaparecengráficamentedistintas.

E1tratamientotérmicoaloadoscontenidosdehumedad('seco"y
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FIGURA3:Efectodeltratamientotérmicoen"seco"(h8horas)
enlasisotermasdesorcióndeaguadeharinade

porotosa27°C.
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0,1b1gHZU/gmateriaseca)resultóenunamayorcapacidaddesorcióndeagua

pordebajodeunaaucercanaaD,80,-ndentrasqueseobservaloopuestopor

encimadeesevalor.

Estetipodecomportamiento(crucedelasisotermasaunciertoug

lordelaa”)FueobservadotambiénporKilarayHunhert(1972)vpor

Hernansson(1977)o

Hernanssonhallóquelasisoternasdesorciónadistintastempera­

turasdemuestrasdeconcentradoproteicodesueroydeProminaD(proteína

desoja)tratadastérmicamentesecruzabanconladelcontrolavaloresde

sucomprendidosentre0,7y0,75.

LaFigura5muestraelefectodeltratamientotérmicoen'seco"

enlaisoternadesorcióndeaguadeaisladoproteicodeporotos;eneste

casonoseobservóningunamodificacióndelacapacidaddesorcióndebidoal

tratamientotérmico.

EnlaFigura6seobservanlasisotermasdesorcióndemuestrasde

aisladoproteicotratadastérmicamenteen'húmedo'auncontenidodeaguade

n;111gHZD/gmasaseca;seobservaunfenómenoopuestoalobservadoenla

harinadeporotos;porencinadeunaaUcercanaa0,82lasmuestrastrata­

dastérmicamentetienenunauayorcapacidaddesorcióndeagua.

Kilaraycolaboradores(1972)observaronelmismofenómeno;laha­

rinadegirasoltratadatérmicamenteteniamenorcapacidaddesorciónquela

notratada,mientrasqueelaisladoproteicodegirasolteníauncomportamieg

toopuesto.
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Entodosloscasoslaharinadeporotostienemayorcapacidadde

sorcióndeaguaqueelaisladoproteico,debidoprobablementealapresencia

delafraccióndecarbohidratosenlsharina.

DadalaimportanciadelasisotermasdesorciónenlaTecnologia

Alimentaria,sehanhechomuchosestudiosparaestablecersidiversascondi­

cionesdeprocesamientoodistintospretratamientosafectanalasmismas

(Hackenzieycol.,1967;Saravacos,1967;Rasekh,1971;IglesiasyChirife,

1976).

Entodosloscasos,lasisoternascorrespondientesalasmuestras

sintrataryalastratadassecomparabanvisualmenteoenalgunoscasosse

comparsbsnestadísticamentealgunospuntos"aislados"delasisoternas.

Asimismotodaslasconclusionesanterioresresultandelacompars­

ciónvisualdelasisoternasyaquenoseutilizóningúncriterionatemático

paradiscriminarsilasdiferenciasobservadassonsignificativas.

Porlotanto,seutilizóuncriterioestadísticopropuestopor

Boquet,ChirifeeIglesias(1977)quepermiteevaluarlsexistenciadedife­

renciassignificativasentredosisotermasporcomparacióndelasmismasco­

mountodo.

Paracuantificarelproblena,esnecesarioenprimerlugarparame­

trizar(describirmatenáticanente)lascurvasquerepresentanalasisotermas.

ConestepropósitoseutilizólaecuacióndesarrolladaporSmith(19h?)ya

quecomodemostraronChirifeycol.(1979),describeadecuadamentelaisoteg

Iadesorcióndebiopolimerosenelrangodealtasactividadesacuosss(p.ej.
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nayoresqueam=0,50).Paraelcasodelaharinadeporotos,laecuaciónde

SmithsemodificóempiricanenteparaobtenerunarepresentaciónmásadeCuada

delaisoterma.

LasecuacionesFueronlassiguientes:

M=A-Bln(1-a“)aisladoproteico

MeA-Bln(0,9-a“)harina

Paralosdetallesdelprocedimientoestadísticoserecomiendaremi

tirsealapublicaciónoriginal(Boquetycol.,1977).

Dichoprocedimientoconducealcálculodelparámetro"F"de

Snedecorquesehallarelacionadoconelriesgoestadístico(Tablasestadis­

ticasdeAbramouitzyStegun,1965)queimplicasuponerquecadaisoterma

correspondienteamuestrastratadasnoesigualaladelcontrol(sintratar).

Losresultadosdelcómputodelparámetro"F"deSnedecorparalas

isoternascorrespondientesaaisladoproteicotratadotérmicamenteasicomo

elriesgoestadísticoimplicadoensuponerquelasmismasnosonigualesal

control,aparecenenlaTablah.

Paralasmuestrasdeaisladoproteicocalentadasen"seco",losr5

sultadosestadísticosindicanquelacapacidaddesorcifindeaguanosemo­

dificó;paralasmuestrascalentadasauncontenidodehumedadde0,111g

HZU/gmateriasecalosresultadossondiferentes.Sitomamoscomocriterio

paraaceptarqueexistendiferenciassignificativasentredosisotermasun



TABLAk:Resultadodelaevaluaciónestadísticadediferenciassignificativas

entrelasisotermasdesorcióndeaguademuestrasdeaisladogro­

teicodeEorotosltratadastérmicamenteEnrhahs.

ContenidodehumedadTempeBatura"F"deSnedecorRiesgoestadis­
gHZD/gnateriaseca(C)tico(a)(%)

700,09>90

90¡3,11es

501,5525

0,1117o0,931.1

902,6811,7

(a)enconcluirquelasisotermasdelasnuestrastratadasnosoniguales

a1adelcontrol.
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valorderiesgode12%,sepuedeconcluirquesolanentelamuestracalentada

a90°Ctienemodificadasignificativamentesucapacidaddesorción.Encanh

bio,paralasmuestrascalentadaaa50y70°Celriesgoeatalquenosepug

deasegurarquelasorcióndeaguasehayamodificado.

Paralaamuestrasdeharinatratadastérmicamenteen"seco"yen

'hümedo"(0,1h}gH20/gmateriaseca),losresultadosdelcómputodela"F"

deSnedecorarrojarOnentodosloscasosvalorestalesqueelriesgoencon­

cluirquenosonigualesalcontrolfuemenorque0,1%.Estoesequivalente

adecirqueentodosloscasoslacapacidaddesorcióndeaguadelaharina

deporotosaeviósignificativamentemodificadaportodoslostratamientos

térmicosefectuados(hahorasa50,70ó90°C).

IV.2.2.Efectodeltratamientotérmicoenelnitrógenosolubledeharinay

yaisladoproteicodeporotos.

EnlaTabla5senuestraelefectodeuntratamientotérmicoanálg

goalefectuadoparaestudiarlamodificacióndelacapacidaddesorciónde

agua(hahsa50,70ó90°C),sobreelnitrógenosolubledeharinadeporotos.

Losnivelesdehumedadaloscualesseefectuódichostratamientosfueronde

0,005y0,1h1gH20/g.m.a.

LaTabla6muestralosresultadosobtenidosparaelaisladoprota;

coconhumedadesde0,016y0,111gH20/gm.s.

Losresultadosindicanqueeltratamientotérmicoefectuadoalang

medadmayorproduceunadisminuciónnotableenelnitrógenosolubledeambos



TABLA5:Efectodeltratamientotérmico(en"seco"yen"húmed0")(hahoras)

enelnitrógenosolubleggiharinaqggporotus.

ContenidodehumedadTempeaturaPérdidadenitrógeno
gHZÜ/gnateriaseca(C)soluble(%)

50­

0,005700,32

9013,1.

502,6

0,1h17000,5
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Efectodeltratamientotérmico(en"seco"ven"húmedo")(hahoras)

enelnitrógenosolubledeaisladoproteicodeporotos.

ContenidodehumedadTempeatura
gHZD/gmateriaseca()

Pérdidadenitró­
genosoluble(%)

50

0,01570

90

3,3

17,3

63,5

50

0,11170

7,0

62,3



sistemas;eltratamientotérmicoa90°Cporhahorasconduceenanboscasos

aunapérdidatotaldelnitrógenosoluble.

Sinembargoelcomportamientofrentealtratamientotérmicoen"se

co"(U,ÜDS-Ü,Ü16gHZÜ/gnateriaseca)esunpocodistinto;mientrasquela

harinapierdenuypoconitrógenosoluble(alosumoun13,h%),elaislado

proteicopierdehastaun63,5%enlasmiswascondiciones.

Seconcluyeporlotantoqueelaisladoproteicoesmuchomássen­

sibleFentealtratamientotérmicoquelaharinayqueparaambosocurreuna

nayorpérdidadenitrógenosolublealanayorhumedadensayada.

IV.2.3.Correlaciónentreloscambiosenlasorcióndeaguayfenelnitrógeno

solubledebidosaltratamientotérmico.

Eltratamientotérmicoen"seco"oen"húmedo"provocóuncambio

significativoenlacapacidaddesorcióndeaguadelaharinadeporotos,

mientrasqueloscambioscorrespondientesenelnitrógenosolublefueroninh

portantessolamenteparalasnuestrasdeharinatratadasaunniveldehume­

dadde0,1h1gHZÜ/gmateriaseca.

Encambioeltratamientotérmicotuvounefectodistintoenelaig

ladoproteico;sibienelefectoen1asorcióndeaguafuemuypequeñoenel

rangodeaUestudiado,lamismaseincrementaparaamayoresque0,80.Asu w

ves,elnitrógenosolubledelaisladoproteicosevemuyafectadoporelca­

lor,aúnenmayormedidaquelaharina.

Laharinayelaisladoproteicotuvieronuncomportamientoopuesto



frentealtratamientotérmicoenrelaciónalasorcióndeagua;estosinenh

bargopuedeserexplicadode1asiguientemanera:elcomportamientoencuan­

toalasorciónenlaharinadeporotosreflejalaspropiedadeshigroscópi­

casintegradasdesusprincipalescomponentesquesonfundamentalmentealmi­

dón(51,1%delanateriaseca)yproteina(23,6%delanateriaseca).Porlo

tantoelcambioobservadoenlasorcióndebidoalcaloreslaresultantede

lamodificacióndelascapacidadesdesorcióndeambosoiopolimeros,almidón

yproteína.Dadoqueelalmidónformalamayorpartedelamateriaseca,Sus

propiedadesdesorciónseránlasdominantes.

Labuza(1968)notóqueelalmidónsevémuyafectadopordichosprg

tratamientos(calor)queincrementan1acantidaddealmidóncristalinoimpe­

netrablealaguaaexpensasdelalmidónamorfo,locualdacomoresultadouna

nenorsorcióndeagua.

Asimismoenlasnuestrastratadasalamayorhumedad,sonposibles

interaccionesalmidón-proteína(deltipopuentehidrógeno)quepuedenserres

ponsablesdeladisminucióndelasorcióndeagua(Iglesiasycolaboradores,

1980).

Deestamanerasecomprendequeelhechodequelasorcióndeagua

enlaharinadisminuyaenvezdeaumentarnosecontraponeconelcomporta­

mientoobservadoenelaisladoproteico.

Muchosinvestigadores(Labuza,1968;McLarenyRowen,1952)nota­

ronqueelcalentamientotienenuypocainfluenciaenlacapacidaddesorción

deaguadelasproteínas.
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Lafaltadeefectoobservadodebidoaltratamientoen"seco"del

aisladoproteico,puedeseratribuidoalarelaciónqueexisteentreaguaag

sorbidaencondicionesdehumedadrelativanentebajaylaestabilidadestrug

turaldelasproteinas.

Takahasúycolaboradores(1980)comprobaronquelatemperaturade

desnaturalizacióndevariasproteinasaumentabaenormementeconladiSminu­

cióndelacantidaddeaguaadsorbida;p.ej.paraovoalbóminalatemperatu­

radedeSnaturalizacióna20%dehumedad(baseseca)esde88°Cmientrasque

aun5%dehumedadaumentahastaalrededorde12500.EstoexplicalaFalta

deefectoenlasorcióndeaguadebidoaltratamientotérmicoenelaislado

proteicoytanbienelefectorelativamentepequeñoenelnitrógenosoluble

snuybajashumedades.

Cuandoelcalentamientoseefectúaauncontenidodehumedadmayor,

pareceocurriralgodedesnaturalizaciónqueprovocaunpequeñoaumentoenla

sorcióndeaguaaaumayoresque0,80yunadiaminuciónenelnitrógenosolu­

ble.Porsimplicidadlosefectosobservadosenelnitrógenosolubleseatri­

buyenaladesnaturalización,aunqueademássonconsecuenciadelaagregación

delasproteinasdesnaturslizadas(Fennema,1977).

Conoconclusión,esimportantenotarquelanagnituddeloscambios

observadosenlacapacidaddesorcióndeaguadelaisladoproteicodeporo­

tos,debidoaltratamientotérmico,sonconsiderablementemenoresquelos

experimentadosporelnitrógenosoluble.

Sobreestabase,sesugierequeloscambiosrelativosenlasorción
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de agua (en el rango de alu estudiado), no es una de los índices "ás adecua­

dos de los canbios que ocurren en el nitrógeno soluble en proteínas calenta­

das en "seco" o en "húmedo".
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IV.3. CINETICA DE LA PERDIDA DE NITRÜGEND SDLUBLE EN HARINA Y AISLADD PRDTEICÜ

DE PCRÜTÜS

Para determinar el modelo cinético de pérdida de un componenteali­

menticio o de una caracteristica organoléptica o de un Factor de calidad du­

rante el tratamiento térmico, pueden usarse procedimientos en estado estacio­

nario o en estado no estacionario.

El procedimiento en estado estacionario involucra el calentamiento

rápido de las nuestras contenidas en envases apropiados hasta 1a temperatura

de tratamiento a 1a cual se mantiene luego por el tiempo deseado; asimismo el

enfriamiento debe ser rápido.

Se supone por lo tanto que todo el producto se halla a temperatura

constante durante el tratandento lo que simplifica notablemente el análisis

final de los datos.

Luegodel procesamiento se analiza en cada nuestra tratada (distin­

tas combinaciones de tiempo/temperatura) la concentración del componente o

factor deseado.

Para determinar el modelocinética de la pérdida de nitrógeno solg

ble se utilizó el procedimiento mencionadoen estado estacionario debido a

que el tiempo de vida media (tiempo necesario para que ocurra un 50%de pér­

dida de nitrógeno soluble) es suficientemente largo comopara suponer que

no ocurre una pérdida significativa de solubilidad durante el tiempo de ca­

lentamiento que transcurre hasta llegar a la temperature de tratamiento.
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De acuerdo a Lenz y Lund (1980) si la vida media es relativamente

corta (20 minutos 6 menos), puede ocurrir una destrucción significativa del

componenteestudiado durante el período que transcurre hasta llegar a la tem

peratura de tratamiento; en estas condiciones debe usarse un procedimiento en

estado no-estacionario para determinar el modelocinético.

Existen una variedad de técnicas para determinar la expresión mate

nática de la velocidad de reacción y pueden englobarse dentro de dos clases

generales:

- Métodosdiferenciales, basados en la diferenciación de los datos experi­

nentales de concentración en función del tiempo para obtener la velocidad

de reacción.

- Métodosintegrales, basados en la integración de la expresión de velocidad

de la reacción, supuesto un orden de reacción, y en la verificación del

cumplimiento de dicha expresión mediante los datos experimentales.

Generalmente la determinación de la expresión de la velocidad de

reacción involucra dos etapas: en la primera se determina la dependencia de

ls velocidad con la concentración a temperatura constante y en la segunda la

dependencia de la velocidad de reacción con la temperatura.

En el presente trabajo se utilizó el métodointegral con procedimieg

to gráfico para determinar la expresión natemática de la velocidad de reac­

ción.

Las etapas involucradas en éste procedimiento se detallan a conti­

nusción:
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- Se supone una expresión nateuática de la función velocidad de reacción

¡{f (c1).
- Se combina dicha expresión con la definición básica de velocidad de reac­

ción

I dx

donde x es el grado de reacción en un sistema de volumen constante V.

- Se separan las variable y se integra:

x dxt a -———_

o HU{031)

Para evaluar dicha integral es necesario expresar todos los términos de la

derecha en función de una única variable (fracción de conversión o concen­

tración).

En sistemas isotérmicos, H es una constante que puede salir fuera del sig­

no de la integral; si se representa el resultado de la integración como

(y (Ci) se obtiene:

Kt a Wei)
- Amartirde los valores experimentales de las concentraciones y supuesto un

orden de reacción, se calculan loa valores de 41(81) a los tiempos corres­
pondientes a dichas concentraciones.

- Se grafican los valores calculados de ïI(Ci) en función del tiempo para
evaluar si ae obtiene una linea recta.

- Si se obtiene una recta satisfactoria, la expresión propuesta para la velg



-55­

cidad de reacción es consistente con los datos experimentales y la pendieg

te de la recta es igual a la constante de velocidad de la reacción H.

Si no se obtiene una linea recta, se debe suponer una nueva expresión ma­

temática de la velocidad de reacción.

La destrucción de muchoscomponentes alimenticios puede ser descriE

ta adecuadamente por un modelo cinético de orden I (Stumbo, 1973; Labuze,

1980). Entre ellos se encuentran: la pérdida de ácido ascórbico (Karel y

Nickerson, 196h; Labuza, 1972; Laing y col., 1978; Lee y col., 1977; Saguy y

col., 1979 a); pérdida de color (Chou y Breene, 1972; Saguy y col., 1978 b);

pérdida de solubilidad (Pence y col., 1953); pérdida de lisina (Ter-Fung Tsao

y col., 1978; Mol? y col., 1977, 1981).

En base a estos datos se supuso un modelo cinético de orden uno pg

ra la pérdida de solubilidad.

En este caso el valor de qÏ(Cí) correspondiente resulta:

’ CA

Ht = trwi) = -ln (EA-D

y un gráfico de esta función en Función del tiempo debe dar una linea recta

cuya pendiente es igual a la constante de velocidad K.

En las Figuras 7 a 12 se ven los resultados obtenidos para la pér­

dida de nitrógeno soluble por tratamiento térmico de harina y aislado pro­

teico de porotos a distintos niveles constantes de hunedad. Las lineas rectas

obtenidas al graficar el logaritmo del nitrógeno soluble en función del tiem­
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FIGURA7 ¡Pérdida de nitrógeno soluble en harina de porotos

tratada térmicamente a un contenido de humedad
de 0,5 % (Dogo).
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FIGURA9 :Pérdida de nitrógeno soluble en harina de porotos

tratada térmicamente a un contenido de humedadde
29.8 % (Dogo).
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po indican que en casi todos los casos se cumple el modelocinético propues­

to de orden uno.

La única excepción corresponde a los datos obtenidos para el aísla

do proteico al nayor nivel de humedad(30%) (Fig. 12). Pence y col. (1953)

tanbien hallaron que la pérdida de solubilidad del glúten húmedocalentado a

varias temperaturas podia representarse por una expresión de orden uno, aun­

que notaron que las últimas fases de la reacción parecían seguir nejor una

cinética de segundo orden.

En las Tablas 7 y 8 aparecen los valores de las constantes de velo­

cidad calculados por cuadrados minimosa partir de los datos experimentales.

De la observación de los resultados obtenidos se desprende que al

aumentar el contenido de humedad, aumenta considerablemente la pérdida de ni

trógeno soluble para ambos sistemas y que en todos los casos el aislado pro­

teico es mássuceptible frente al calor que la harina.

Estos resultados se ven mejor en la Figura 13 en la cual se compa­

ra la vida nedia (t%) (tiempo necesario para reducir el nitrógeno soluble a

un 50%de su valor inicial) a distintos contenidos de humedadpara harina y

aislado proteico. Se usó una representación logaritmica debido a la gran

variación del tiempo medio.

El tiempo medio se calculó de acuerdo a la expresión correspondían

te a una cinética de orden uno.



TABLA7: Constantes de Velocidad gara la gérdída de nitrógeno soluble en

harina de porotos.

Contenido de humedad Temperatura H1
g H20/100 g materia seca (OC) (h' )

80 0,0007

0,5 90 0,003

100 0,006

50 0,0006

70 0,01
1h,1

80 0,03

90 0,1h

' 60 0,01h

29,8 80 0,08

90 0,26
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aislado Eroteico de Baratos.

TABLAB: Constantes de velocidad gara la Eérdida de nitrógeno soluble en

Contenido de humedad Tenpesatura Q1
g H20/100 g nataria seca ( C) (h

80 0,01

1,6 90 0,02

100 0,05

70 0,02

11,1 80 0,03

90 0,18

70 ­

29,6 ao ­

90 0,h
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'F'IGURA13 :Comparaciú'l del tierrpo necesario para reducir en
un 50 %el nitrógeno soluble (t 1/2) deola harina
y del aislado proteico de porotoa,a 90 C.
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donde H es la constante de velocidad calculada por cuadrados minimos a par­

tir de las pendientes de las rectas obtenidas en las Figuras 7 a 12.

Se observa que la humedadtiene una influencia enorme sobre la pe;

dida de nitrógeno soluble. Por 23.: cuando el contenido de humedadaumenta

de un 5% a un 20%la vida media a 90°C disminuye en un factor de 8,3 y 5,1

para harina y aislado respectivamente.

Pence y col., (1953) también encontraron un efecto similar del Cog

tenido de agua en la velocidad de pérdida de solubilidad del gluten tratado

térmicamente.

E1 contenido de agua no es siempre el mejor parámetro para descri­

bir el efecto del agua en 1a velocidad de una reacción; en su lugar ae utili

za la actividad acuosa que se define como:

au = (EB)
PD T

donde pA: presión parcial de agua en el alimento a la temperatura T.

po: presión parcial de agua a la temperatura T.

El crecimiento de microorganismosha sido generalmente correlacio­

nado con la actividad acuosa, pero 1a mayoria de las reacciones químicas se

ven afectadas por la aU de una manera "ás compleja, debido a que el agua pue­

de actuar de muydistinta nanera: comosolvente de los reactivos y/o produc­

tos; comoreactivo en reacciones de hidrólisis; comoproducto de reacción;

comomodificadora de la actividad de catalizadores e inhibidores.










































































































