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1. INTRODUCCION

1.1, Las propiedades funcionales, su importancia y los métodos de evaluacibn

Los alimentos proteicos de origen animal son o resultan caros en
términos de requerimiento de tierra y precios de mercads. En reconocimiento
de 1a necesidad que existe en todo el mundo de sumentar las protefnas 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 atencifn de la investigacibn se ha desviado de los alimentos pro-
teicos tradicionalesa las denominadas protef{nas alimenticias "no convenciona=-
les" (Mattil, 1971).

En el desarrollo de nuevas protefnas, el valor nutricional de las
mismas ha sido el criterio que ha predominado llevando a pensar que el cono=
cimiento de su composicién quimica y de su valor biolbégico es suficiente pa-
ra la preparacifn de nuevos productos.

81 bien el valor nutricional constituye una caracterfstica impor-
tanteyexisten muchos otros requisitos que una protefna de uso potencial en
alimentos debe cumplir. Entre éstos, las propledades funcionales de las pro-
tefnas constituyen la caracter{stica mis importante que determina el uso de
las mismas en el desarrollo de nuevos alimentos (Kinsella, 1976).

€l tipo de propiedades funcionales deseables en una protefna depen
derd del alimento al cual serd incorporada. Por ejemplo, si se trata de una

bebida, se necesitard una protefna soluble y de adecuada viscosidad; si se



trata de un pan se requeriréd que la protefna tenga una funcionalidad compa-
tible con el gluten; una protefna destinada a la formulacifn de un producto
cérneoc deberd poseer buena capacidad ligante de agua, buena capacidad emul-
sionante y capacidad de ser texturizada en forma de fibras.

Si la prote{na 0 el alimento al cual ella es incorporada no posee
ciertas caracter{sticas organolépticas, de textura y estéticas que satisfa-
gan 8l consumidar, el valor nutricional de las mismas por s{ solo no serd su
ficiente para determinar su aceptacifén por parte del consumidor. La suplemen
tecibén exitosa de un alimento, y el reemplazo o simulacifn de una protefna
tradicional, dependerd de la posibilidad de disponer de una prote{ma nueva
que posea las caracterfsticas funcionales que estén directamente releciona-
das con la aceptabilidad del slimento como tal.

Las propiedades funcionales de las proteinas son propiedades f{si-

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

"elimenticios, a juzgar por los atributos de calidad finales del producto

(Kinsella, 1976; Hermansson, 1979). Ellas reflejan complejas interacciones
entre composicifn, estructura, conformacién, propiededes f{sico~-quimicas de
la protefna per se, otros componentes del alimento y la naturaleza del medio
donde se hallan o donde se miden.

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

nales de protefnas que son importantes desde el punto de vista de su aplica-

cibn en alimentos.

Algunas propiedades funcionales t{picas son: emulsificacifn que es



TABLA 1: Propiedades funcionales de protefmas, importantes para su uso en

alimentose.

Propiedad general

Organolépticas

Hidratacifn

Superficie

Estructurales

Textura

Reolfgicas

Término Funcional Especial

Color, sabor, olor, textura, sensacifn bucal.

Solubilidad, dispersibilidad, mojabilidad, sor
cibn de agua, hinchamiento, engrosamiento, ge-
lacibn, retencibn de agua, sinfresis, viscosi-

dad, formacifn de masa.

Emulsificacifn, espumado, aereacibn, batido,
formacl6n de pelfcula lipoproteica, capacidad
de ligar 1l{pidos, de ligar aromas.

Elesticidad, arenosidad, cohesifin, masticabili
dad.

Viscosidad, adhesibn, formacién de red por en-

trecruzamiento.

Agregacibn, viscosidad, gelacibn, formacibn de
masa, texturizabilidad, formacifn de fibra, ex
trudabilidad, elasticidad,.



importante en productos cérneos procesados (salchichas, etc.); hidratecibn
y retencifn de agua en productos a base de masa y de carne; viscosidad, im-
partante en bebidas; gelacién, requerida en jaleas y productos frios a ba-
se de carne; espumado/batido en tortess y merengues; cohesifn, importante en
la menufecturas de productos extrudados.

Las proplededes funcionales de las protefnas varfan de acuerdo a
la fuente de donde provienen, al método de extraccifn, separacién, concentra
cibn, deshidratascifn y estén afectadas por las condiciones del medio donde

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

pH y la fuerza ifnica.

En el desarrollo de nuevas fuentes proteicas es necesario evaluar
sistemiticamente sus propiedades funcionales, ya que su conocimiento permite
evaluar sus caracter{sticas, sus aplicaciones potenciales y sus limitaciones.

Debido a la existencie de pocos métodos estandarizados para evaluar

‘.propiedades funcionales, los investigadores han utilizado métodos arbitrarios

y empiricos con la consecuencia de que muchos de los datos de literatura so-

bre propledades funcioneles son de uso limitado a fin de comparar resultados

sobre funcionalidad de distintas prote{nas.

Por lo tanto son necesarios métodos normalizados para facilitar la
comparacifn de datos sobre propiedades funcionales as{ como para su transfe-
rencia acondiciones operatives de especial interés tecnolfgico.

Los métodos de anflisis de las propliedades funcionales pueden divi

diree en 3 clases (Peri, 1981):



= Métodos de enflisis en sistemas modelo.
- MStodos de anilisis en sistemes reales.

- Métodos de anilisis s nivel moleculer.

MStodos de anflisis en sistemas modelo

Ee el método mis sencillo de evaluacibn de las propiedades funciona
les, realizable con pequeiias cantidades de muestra y muy Gtil en la puesta a
punto de métodos de aislacifn y purificacifn (Hermansson, 1979).

Uno de los defectos de este mfétodoc es que se estudia cada propie-
dad funcional aisledamente mientras se sabe que existen relaciones entre las
mismas. La soclubilidad, por ejemplo, determina la capacidad emulsionante o
gelificante de una protefna, sin embargo esta relacibn no ha sido todavfa eg
clarecida. Es evidente gue solamente el conocimiento de los mecanismos de

accifn a nivel molecular puede esclarecer dicha relacifn e incluso simplifi-

“car la evaluacibn enalitica.

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

muy diffcil la transferencia de la informacifn a un sistema complejo, como es

generalmente un alimento.

Por (ltimo, le reproducibilidad de estos métodos estd limitada por
la falta de standards de referencia, o sea de productos con caracter{sticas

funcionales constantes y reproducibles.

Los experimentos en sistemas modelo tienen especial validez como

mStodo de comparacifn de protefnas de distinto origen o como método de compa



racifn de distintas tecnologfas para obtener una nueva protefna.

MStodos de anilisis en sistemas reales.

Lo que se busca de una nueva protefna es la posibilidad de usarla
como sustitutiva o complemento de una protefna tradicional sin modificar (si

es posible, o bien exaltar) su funcionalidad.

El mejor sistema de verificar esta aptitud es la de efectuar la sus
titucién en la formulacién real y evaluar le funcionalidad a través de las
cualidades organolépticas o estructurales del productoe

Es evidente que este método permite la evaluacifn de la calidad de
la formulacifn y preveer el comportamiento de la misma desde un punto de
vista préctico; es por lo tanto un método indispensable en las etapas de op-
timizacifn del sistema y definicién de le tecnologia industrisl de produccifn.

Sin embargo cuando la puesta a punto de un proceso se halla en
etapa de laboratorio, el métode es objeteble ya que requiere gran centidad

de producto y consume mucho tiempo.

Ademds la reproducibilidad de los métodos no es muy buena por las
interferencias debidas al gran nimero de constituyentes y a las distintas va

riables de la tecnologfa.
Existe tembién le dificultad de expresar con pardmetros objetivos
el juicio sobre el resultado de la experiencia. Generalmente los métodos uti

lizados para dicha evaluacifn son reolfgicos, microscbpices u organolépticos,

siendo estos (1timos los menos reproducibles.



Métodos de anflisis a nivel moleculer

Este tipo de estudios lleva indudablemente al conocimiento de los
fenbmenos responsables de la manifestacifn de las propiedades funcionales.

Consiste en estudier las propiedades funcionales en relecifin a su
interaccibn con el solvente y con otros constituyehtes que involucra un cong
cimiento del rol y de la energfa de los enlaces covalentes y no-covalentes,

de la estabilizacifn de la estructura molecular y de las relaciones intermo-

leculeres.



I.2. PROPIEDADES FUNCIONALES DEPENDIENTES DE LA INTERACCION AGUA=PROTEINA:

Solubilidad y sorcifn de agua.

Muchas de las propiedades funciornales mis importantes de las protql
nas de uso alimenticio, dependen de las interacciones agua-protefna ya que Pa
ra impartir le propiedad funcional deseada, deben primeramente interaccionar
con el sgua para rehidratarse, hincharse y/o solubilizarse.

La naturaleza de las interacciones agus-protefna y protefna-protqi
na determina sl la protefna se comportarf en el sistema alimenticio como u-
na dispersifin coloidal, como gel o como un precipitado insoluble (Chou y Morr,
1979).

Le solubilidad y la capacidad de sorcibn de vapor de agua, son dos

propledades funcionales que estén relaciocnadas a la interaccibn de las pro-

tefnas con el agua.

La solubilidad (o bien la dispersibilidad de un material proteico)
es una medida de la capacidad que posee una protefna de formar soluciones co
loidales (Quaglia y col., 1981).

El conocimiento de las caracter{sticas de solubilidad en distintas
condiciones experimentales, provee informacién muy til en la seleccifin de
las condiciones fptimas de extraccifn de las protefnas de sus fuentes origina
les (Betschart y col., 1973; Hang y col., 1970); asimismo provee un buen {n-
dice de las aplicaciones potenciales (o limitaciones) de la protefna (Herman

sson, 1973) y da informacifn (Gtil para la optimizacibn de las condiciones de



- 16 -

procesamiento; ademds revela el efecto del tratamiento por calor que podria
afectar sus aplicaciones actuales y potenciales (Wu e Inglett, 1974).

Los perfiles de solubilidad de nitr6geno son usados como gufa de
funcionalidad ya que ellos pueden relacionarse directamente a importantes
propiedades como ser uso en bebidas, emulsificacifn, capacidad espumigena

y gelacifn,
Los perfiles de solubilided son la primer propiedad funclonal a

determinar en una nueva protefna, as{ como deberfan determinarse también en
cada etapa de la preparacifn y procesamiento de la protefna (Betschart,

1974; Mattil, 1971).

Las variantes gue afectan la estructura macromolecular de la prote
{na afectando su solubilidad han sido clasificadas de la siguiente manera

por Hermansson (1973):

@) Sales neutras. Cuando se agrega sal progresivamente a una solucibn de pro

tefna nativa, la solubilidad primero aumenta (salting-in) y luego de pa-
sar por un miximo comienza a disminuir (salting-out).

El procesc "salting-in" ha sido interpretado con sucesc como un efecto
inespec{fico debido a las interacciones electrostiticas entre las molécu-
las proteicas cargadas y el medio ifnico. Estas interacciones llevan a
una disminucifn neta del coeficiente de actividad de la protefna que se
refleja en un incremento de la saolubilidad.

En contraste al efecto inespecifico del "salting-in", la efectividad de



. las sales en inducir "salting-out" depende del tipo de sal.
El fenbmenc de "salting out® posiblemente es el resultado de la competen-
cie de las protefnas y de los iones salinos por las moléculas de agua.

b) pH. El1 cambio de pH modifice la carga dela protefna y por lo tanto el ba-
lance electrostético. En el lado alcalino o Acido del punto isoeléctrico
las protefnss tienen una carga neta, ya sea negativa o positiva que ori-
gina fuerzas repulsivas gue causan un incremento de las interacciones pro
tefna-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 minimo de solubilidad.

c) Temperatura. Un incremento de temperatura tiene un efecto de desarden so-
bre las protefnas y el solvente. Las proteinas podr&n desenrollarse y se-

rén posibles nuevas interacciones, a una cierta temperatura la agregacifin

y la coagulacifn ocurren.

estructura enrollada &———= estructura desenrollada ———— agregacifn

d) Solventes orginicos. Los solventes orgénicos pueden afectar a las protef{-

nas ya sea directamente par unibn especi{fica o indirectamente alterando el
carécter del solvente.

Fukushima (1969) efectlb un estudio sistemftico de la capacidad desnatu-
raliz;nte de 30 tipos de solventes organicos sobre protefna de soja. En Qe

neral, la capacidad desnaturalizante depende de la hidrofobiclidad del sol



vente y del grado de dilucibn en agua.

Los solventes orglnicos altamente hidrof6fbicos poseen baja capacidad desna
turalizante frente a las protefnas. El poder desnaturalizante de los solven
tes aumenta con la adicién de agua; enconsecuencia la mezcla agua-solvente

tiene mayor capacidad desnaturalizante que los componentes por sf solos.

Hermansson (1971, 1973, 1974, 1979) estudib el efecto de las sales,
del pH y de la temperatura sobre la solubilidad de protefnas de suero de le-
che, soja, colza y pescado. Mattil (1971), determinf los perfiles de soluci-
lidad de las protefnas de harina de man{f, girasol, algodfn y pescado,en acua
pura vy en presencia de sales. Las sales tuvieron distinto efecto de acuerdo
al tipo de protefna y al pH.

Betschart (1974) estudif la influencia de la fuerza ibnica, pH vy

temperatura en la solubilidad de protefna de alfalfa.
Lawhon y Cayer (1971) estudiaron el efecto del método de procesa-

miento vy del pH de precipitacifn en la solubilidad de aislado proteicoc de se=-

milla de algodbn.
Romo y Bartholomai (1978) estudiaron la influencia del pH, fuerza

i6nica y del tratamiento térmico en la solubilidad de aislado proteico de

porotos, Phaseolus vulgarise
Ademis de la soclubilidad, otras propiedades funcionales relaciona-
das con la interaccifn egua-protefna son: la absorcifin de agua, la capacidad

de ligar sgua, la adsaorcibn de agua, la retencifn de agua, la viscosidad vy



la gelacibn.

Los términos absorcifn de egue y capecidad de ligar agus han sido
utilizedos indistintamente en la literatura (Kinsella, 1976; Hagenmaier, 1972;
Hermansson, 1977).

La sorcibn de agua se define como el agua adsorbida por una prote-
fna seca de una atmfsfera de humedad relativa conocida y constante, luego de
alcanzado el equilibrio.

Muchos investigadores han estuciado los aspectos f{sico-guimicos
de las interacciones agua-prote{na, los m8todos para su cuantificecifn y han
descripto los distintos estados del agua asociada a las protefnas (Mc Laren
y Rowen, 1952; Bull y Breese, 1968; Fennema, 1977; Chou y Morr, 1979).

Las isotermas de sorcifin constituyen uno de los métodos mds simples
de estudiar las interacciones primarias agua-protefna que ha sido utilizado
ampliamente por distintos investigadores.

Ellas permiten conocer:

- Calores de sorcifn: importantes desde el puntoc de vista del seca

do.

- Entropfas de sorcifin.

- Ls relacifn entre el contenido de agua y la actividad acuosa.

- Contenidoc de agua correspondiente a la monocapa: provee la base
para estimar el contenido de humedad 6ptimo para la estabilidad del producto
durante el almacenamienta, ya que a contenlidos de humedad menores (menores

aw) se ven favorecidas las reacciones de oxidacién de 1ipidos y a humedades
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mis altas pueden ocurrir reacciones de pardeamiento noenzimdtico y crecimien
to de microorganismos (Labuza, 1968; lLabuza y col., 1972).

Hermansson (1977) sefialf que en general todos los estudios hechos
en sarcibn de agua en protefnas estin relacionados con la estabilided de las
mismas durante el almacenamientc o con el proceso de secado, siendo muy po-
cos los egtudios hechos de las relaciones entre la sorcifn de agua y otras
propiedades funcionales gue dependen de la interaccibfin agua-prote{ras, como
la solubilidad.

Dicha investigadora estudif las isotermas de sorcifin de agua de
distintas protefnas sometidas a tratamiento térmico (efectuado por calenta=-
miento de dispersiones de protefna) y relacionf las diferencias en la sorcifin
con la solublididad y el hinchamiento de las mismas. Hallf que la sorcibn
de agua a actividades de agua bajas e intermedias aumenta con la capacidad
de hincharse; a altas actividades acuosas, donde comienza el proceso de solva
tacifn, las diferencias en la sorcifin se pueden relacionar ya sea al hincha-
miento o a la solubilidad.

Kilara y col. (1972) estudiaron la solubilidad y la capacidad de
sorcifn de agus de harina y aislado proteico de girasol.

tu e Inglett (1974) sefialaron que se han hallado algunas carrela-
lecipnes entre algunas praopiedades funcionales de la harina de soja y su so=-
lubilidad, por ejemplo entre absorcién de agua y solubilidad. .

Hutton y Campbell (1977) estudiaron la influencia del pv y de la

temperatura en la solubilidad y abaorcién de agua de concentrado y aislado



de soja y su correlacifn.

Hermansson (1972) encontrd una buena correlacifn entre fuerza del
gel y cepacidad de hinchamiento en aislado proteico de sacja.

Fennema (1977) hizo una revisién de la relacibn entre capecidad de
ligar agua (o agua “ligada®), desnaturalizacifn y solubilidad de protefnas.
Dicho autor concluyf que si bien el tema referente a las interacciones agua-
proteina tiene gran importancia, poco se conoce respecto de la naturaleza del

agua "ligada" y su relacifn con la solubilidad de las protefnas.
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I.3. DESNATURALIZACION Y FUNCIONALIDAD

Los efectos de la desnaturalizacién parcial o total en la funcio-
nalided de las protefnas es de gran significacifin para su uso actual y poten
cial en lps alimentos; el reconocimiento de la importancia de este fenfimeno
implica la necesidad de estudiar las condiciones précticas bajo las cuales
las protefnas son l4biles o estables a la desnaturalizacibén (Kinsella, 1576).

Si bien el fenfmeno de desnaturalizacifin es familiar, no ha sido
interpretado de la misma forma por los distintos investigadores.

En términos generales, el proceso de desnaturalizacibn involucra
una alterecibn de la estructura ordenada de la proteinanativa consistente en
la modificacifin de la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, sin
ruptura de los enlaces covalentes primarios (Wu e Inglett, 1974; Kinsella,
1976).

La desnaturalizacifin conlleva por lo tanto a un cambic de las pro-
piedades f{sico-guimicas y funcionales de las protef{nas.

La solubilidad ha sido cominmente utilizada como una medids de la
desnaturalizacifn ya gue generalmente una prote{na desnaturalizada posee ba-
je sclubilidad; sin embargo existen casos en que solubilidad y desmaturali=-
zacifn no varfan paralelamente (Fukushima, 1959).

Es de notar que si bien usualmente la pérdida de soclubilidad en pro
tefnas calentadas es atribufble a un proceso de desnaturalizacibn, los cam-

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



de las cadenas polipept{dicas (desnaturalizacibn) y de la agregacifn de las
protefnas; la importancia relativa de uno u otro mecanismo depende de cada
sistema en particular y de las condiciones de calentamiento (Fennema, 1977).

Le desnaturalizacifn de las protefnas en solucifn lleva & la for-
macibn de un codgulo insoluble; asf{mismo la insolubilizacién que acompafia al
proceso de secado o0 al almacenamiento de las protefnas se debe en gran parte
@ la interaccibn entre las protefnas desnaturalizadas.

La naturaleza de los enlaces gque llevan a la agregacifn ng puede
ser muy distinta de la que da estabilidad a la protefna nativa.

Enlaces salinos, puente hidrbgeno y disulfuro intermoleculares se
han propuesto como responsables de la agregacifn, as{ como interacciones en
tre grupos hidroffbicos de las proteinas en solucifn donde,excepto el enlace
disulfuro, son poco factibles otros enlaces covalentes (Fukushima, 1970).

Sin embargo en el "estado seco” o de humedades intermedias, pueden
ocurrir otros enlaces covalentes como enlaces amida que producen un "cross-—
linking® adicional.

Muchos concentrados y aisledos prateicos se‘producen en forma des-
hidratada, la importencia de las isotermas de sorcifn de agua results eviden
te ya que proporcionan informacifn sobre el estado del agua y su actividad,
fectores determinantes de la estabilidad de los alimentos de bajo contenido
de agua (Labuza y col., 1970; Labuza, 1980). La desnaturalizacién parece te-
ner poco efecto en la cantidad de sgua ligada a las protef{nas, manifestindo-

se generalmente como un pequefio incremento de la cantidad de agua ligada (Fe
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nnema, 1977).

Hermansson (1977) estudif el efecto del tratamiento térmico en dis
persiones de protefna de soja y de suero de leche sobre las isotermas de sor
cibn de agua. E1 tratamiento resultf en un aumento de la capacidad de sor-
cibn de agua 8 sctividades scuosas bajas e intermedias; por encima de una
8, de 0,7-0,75 las protefnas sin trater tienen mayor capacidad de sorcién.

El mismo tratamiento térmico provocé una disminucifn de la solubili
dad de ambas protefnas.

Pence y col. (1953) estudiaron los efectos del tiempo, temperatu-—
ra y contenido de humedad en la desnaturalizacibn por calor del gluten de
trigo; le desnaturalizacifn fue medida como pérdida de solubilidad del glutene.
Le velocidad de pérdida de solubilidad se vi6 incrementada con la temperatu-
ra de tratamientoc y con la humedad hasta un contenido de agua de 35%, por
encima de este valor la velocidad de insolubilizacibn comienza a disminuir.

bu e Inglett (1974) publicaron una revisibn detallada de los efec-
tos de la desnaturalizacibn por calor y por agentes guimicos en las propie-

dades funcionales de protef{nas de origen vegetal.



II, DBIETO DEL TRABAJO

El presente trabajo tienme como objetivo general el estudio del e~
fecto del tratamiento térmico sobre dos propiedades funcionales de las: pro-
tefnas dependientes de la interaccibn agua-protefna: sorcién de agua y solubi

lidad.

Dentro del objetivo general se persiguieron las siguientes finali-
dades:

- estudio del efecto del tratamiento térmico en las isotermas de sorcifn de
agua de las protefnas y su posible correlacibn con las variaciones de so-
lubilidad gue ocurren bajo las mismas condiciones de tratamiento.

- estudio del efecto del tiempo, temperatura y contenido de humedad en la
pérdida de solubilidad de protefnas.

- estudio de los posibles mecanismos que conllevan s la pérdida de solubili-
dad de protef{nas.

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

(I) BASICO: Contribuir al conocimiento de la influencia de variables como
temperatura, tiempo y contenido de humedad en las prapiedades funciona-
les y al esclarecimiento de los mecanismos bésicos que llevan a la pér-
dids de solubilidad y de otras propiedades funcionales relscionadas.

(1I) APLICADD: El tratamiento térmico que se aplicaa las prote{nas durante

su procesamientoc para remover solvente, destruir entinutrientes, inacti

var enzimas, elimipar off-flavors y secar, es la variable que mis afec-



ta a su funcionalidad especialmente cuando se aplica calor himedo.

Le optimizacibn de estos procesos con el fin de preservar propieda
des funcionales de las protefnaes, requiere datos cinéticos de pérdida de pro
piedades funcionales. Siendo la solubilidad el {ndice mds adecuado de funcig
nalidad, el conocimiento de los parémetros cinéticos correspondientes a la
pérdida de la misma (constantes de velocidad y energfas de activacién) en
funcibn del contenido de humedad puede proveer informacifn (til para optimi-
zar dichos procesos.

Variables como temperatura, humedad y tiempo determinan as{mismo el
deterioro de las protef{nas durante su almacenamiento; el conocimiento de los
parémetros cinéticos antes mencionados permite predecir cuantitativamente la
magnitud de dicho deterioro.

El presente trabajo se realizf sobre harina de porotos (Phaseolus
vulgaris, variedad alubia) y sobre aislado proteico del mismo poroto.

La eleccién del materisl de estudio respondif bésicamente a la ne-
cesidad de disponer de una protefna con buena solubilidad inicial; el poro-
to como todas las leguminosas posee un bajo contenido de 1{pidos lo cual ha-
ce innecesarie su extraccifin previa y por ende el uso de solventes orgénicos

que disminuyen la solubilidad y otras propiedades relacionadas.



111, PARTE EXPERIMENTAL

III.1. MATERIAL UTILIZADO

I11.1.1. Harina de porotos

La harina se obtuvo por tamizacifn a través de mallas de 80 "mesh"®
de parotos (Phaseolus vulgaris, variedad alubia), previamente malidos en un

molinao a paletas.

II1.1.2. Aislado proteico de porotos

Le protefna fue extral{ds de la harina de parotos por suspensifn de
la misma en agua destilada (relacifn harinasagua 1:10); el pH se ajust§ a 10
por agregado de soluchHn dilufds de NaOH.

La suspensifn se egitf por 1 hora a temperatua ambiente y luego se
centrifugé por 1 hora a 2.000 r.p.m. en una centr{fuga de laboratoric Rolco
de 3 litros de capacidad.

El sobrenadante se filtr6 a través de papel Whatman N° 41, se ajus’
tb el pH a 3,75 con solucibn dilufda de HC1 (punto isoceléctrico aproximado,
Romo y Rolfe, 1974), vy luego se centrifugb por 30 minutos a 2.000 r.p.m. El
sobrenadante conteniendo hidratos de carbono solubles, protefnas y amincici-
dos libres se descarté.

El colgulo proteico de color blanco se lavé dos veces con agua des
tilada y se centrifugb cada vez por 30 minutos & 2.000 r.p.m. E1 cofgulo as{

obtenido se congeld répidamente a -40° en una congeladora a placas y luego
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se 1iofiliz6 a temperatura ambiente por 30 horas en un liofilizador STOKES

902-1-8 cuya cémara estaba a una presién de 0.1 Torr.

El aislado proteico de color crema obtenido en estas condicones se
molid en un molinillo de laboratorio para lograr una granulometria homogénea,

se envast al vacfo y se almacend a -25°C hasta su uso.

La humedad final de dicho aislado fue de 3,5 g de H20/1DU g de mate

ria seca.

I11.2. METODOS DE ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA DEL MATERIAL UTILIZADO

111.2.1. Determinacifin de humedad

La humedad de las muestras de harina o aislado proteico se determi

né gravimétricamente en estufa de aire a 110°C hasta lograr peso constante

(1-2 horas).

I11.2.2, Determinacién de protéfna -
Se utilizf el procedimiento de Kjeldahl para dosar el nitrfigeno to

tal. E1 contenido de protefna se calculd con un factor de 6,25.

111.2.3. Determinacifn de 1fpidos

Se utilizf la técnica de Lyons-Lippert (1966).

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

mezcla CH30H:C1,CH:H,0 (20:10:7,6 v/v), se agité perbdicamente y a las 24



horas se centrifugb y filtr6; el residuo sdlido se tratd con otros 228 ml de
la mezcla y se centrifugb y filtr6.

Los filtrados (eprox. 500 ml) se adicionaron de 120 ml de agua, se
agitd y dejb decantar, se centrifugf vy se separf la capa inferior de C1,CH;
se deshidratf con SO Na, vy filtrb; se evaporf el solvente en rotavapor. El

4
residuo, se tomd con éter etflico y se llevS a pesc constante (70%C en vocic).

111.2.4. Andlisis qufmico cuantitativo de los hidratos de carbono

111.2.4.1. Extraccibn de los azlcares

La extraccibn se efectud de acuerdo sl método oficial de A.0.A.C.
(29.043, 1965).

10 gr de harina o de aislado proteico se pesaron en un Erlenmeyer,
se neutrallzaron por agregado de 1 gr de CaCO3 y se afadieron 125 ml de eta-
nol 50% (v/v) y mantuvo en bafio de agua (1 hara, 83-87°C) empleando un pe-
gueiio embudo en el cuello del erlenmeyer cum& condensadar. Una vez frio, se
estacionb por una noche, centrifu§f 15 minutos a 1.500 r.p.m., lavd por dos
veces el residuo con 25-30 ml de etanol neutro cada vez, reuniendo los 1{-
quidos de lavado al sobrenadante originel.

El 1{quido se concentrd hasta un valumen de 20-40 ml (eliminacibn
del etanol) y se transfirif a un tubo de centr{fuga donde se procedi a la
defecacifn por agregado de solucifn de acetato neutro de Pb, agitf y esta-
cionb por 15 minutos, observando la formacifn de un precipitado floculento.

El exceso de Pb se eliminf par agregedo de solucifn saturada de oxalato de



potasio seguido par centrifugacifn.

Firalmente se llev8 & volumen.

111.2.4.2. Azlcares totasles

La determinacifin se basbd en el método del fenol-sulflrico propues-
to por Whistler y Wolfrom (1962).

1 ml de la solucibn acuosa obtenida en 111.2.4.1. conteniendo entre
My 70 ¥ de azicares se pipeteb en una cuba colorimétrica. Se agregb 1 ml de
solucibn 5% de fenol y se mezclH; asimismo se prepararon tres blancos con 1
ml de H,0 en vez de sclucién de azlcares.

Utilizando una pipeta modificada de flujo répido se agregaron 5 ml
de SO, H, 96% a cada tubo de tal manera de lograr una buena mezcla y una bue-

42
ma distribucibn del calor.

Luego de 10 minutos los tubos se agitaron nuevamente y se colocaron
en un bafio de agua a 25-30°C por 20 minutos. Se observl una colaracifn ama-
rillo anarenjada estable por algunas horas. Se midieron las absarbancias a

490 nm para hexosas y metilhexosase.

La absorbancia promedio de 3 blancos se sustrajo de la absarbancia
de la muestra y se determind la cantided de azicares por referencia a una cur

va standard de gelactosa preparada previamente. Las determinaciones se efec-

tuaron por triplicadoc.

111.2.4.3. Azlicares reductores
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I1I1.3. TECNICA COLORIMETRICA PARA LA DETERMINACION OE PROTEINA SOLUBLE

Debido al gran nimero de determinaciones de proteina involucradas
en el presente trabajo, se utiliz6 como técnica alternativa al Kjeldahl que
es un procedimiento largo y laborioso, una técnica colorimétrica que utili-
za Acido Naranja 12 propuesta por Romo y col. (1975) debido a su simplicidad
y buena correlacifn con el tradicional método de Kjeldahl.

Cada material proteico (adn distintas variedades de una misma es-
pecie) da una ecuacifin de regresifn diferente debido probablemente a las dig
tintas cantidades de nitrégeno no proteico y distintos contenidos de amino-
cidos bisicos (Lakin, 1973) de cada uno de ellos.

Por ello se determinaron las curvas de calibracifn tanto para la
proteina de harina de porotos como para el conjunto de partidas de aislado

proteico liofilizado utilizados en el trabajo.

Reactivaos

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

Co., P. 0. Box 148, Boulder, Colorado 80302, USA.

B) Reactivo colorante-buffer. Contenfa 0,35 gr de C. I. Acido Na-

ranja 12 puro disuelto en 1 litro de Acido c{trico 0.3 M.

Curva de calibracifn

8 gr de harina 6 2 gr de aislado proteico de porotos se extrajeron



con 90 ml de agua destilada ajustdndose el pH a distintos valores con solu-
cibn dilufda de NaOH 6 ClH para lograr distintas concentraciones de proteina
soluble.

Las suspensiones se agitaron durante 1 hora a temperatura ambiente,
centrifugaron por 30 minutos a 2.000 r.p.m. en una centrifuga de laboratorio
GRIFFIN and GEORGE y se filtraron por papel Whatman n° 41, finalmente se
llevaron a un volumen final de 100 ml.

Sobre estas soluciones se determinf protef{ma cruda (total) por
Kjeldahl (N x 6,25).

Se efectud una dilucifn 1:10 de dichas soluciones a fin de lograr
una concentracién final menor que 0.15% (p/v) de proteima (N x 6,25). 5 ml
de estas solucicnes dilufdas se mezclaron con 10 ml de solucibn buffer de co
lorante en tubos de ensayos, se mezclaron las soluciones por inversibn de
los tubos y se dejaron hasta el dfa siguiente para lograr el equilibrio.

Los sobrenadantes se filtraron a través de papel de filtro de fi-
bra de vidrio (Whatman GF/C) y se efectuf una dilucibn 1:20 de los mismos pa
ra medir la absorbancia a 482 nm (Es) en un espectrofotémetro Beckman D-U
usando cubetas de 1 cm.

Para la construccibn de las curvas de calibracién, las absorbancias
de los sobrenadantes diluidos (Es) se sustrajeron de la de un blanco (Eo) lo-
grado agregando 5 ml de HZU en vez de la solucibn proteica a los 10 ml de so-

lucifin colorante.

La diferencia (EO-ES) se grafich en funcifn del contenido de pro-
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tefna cruda (% p/v) determinado por Kjeldahl del extracto original de pro-

tefra (Figuras 1y 2).

Las ecuaciones de regresifin fueron las siguientes: donde KP es el

contenido de protei{na cruda (Kjeldahl).

KP = 1,412 (E, - EJ) + 0,062 harina de porotos

KP = 1,171 (ED - Es) + 0,115 aislado proteico de porotos
Los coeficientes de correlacifin fueron:

r = 0,998 harina de porotos

r = 0,997 sislado proteico de porotos

I11.4. DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE

8 gr de harina & 2 gr de aislado proteico de porotos se extraje-
ron con 90 ml de egua destilada, el pH se ajustd y mantuvo en 10 con solu=
cibn de NaOH dilufdo y se agité en un agitador magnético por 1 hora a 25°C.

Luego la dispersibn se centrifugf por 30 minutos a 2.000 r.pem. vy
el sobrenadante se filtr6 s través de papel Whatman nC 41, llevandose a un
volumen final de 100 ml.

£1 nitrfgeno soluble en estas condiciones se determind por el méto

do colorimétrico del Acido Naranja 12.
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FIGURA 1 :Curva de calibracibn correspondiente a harina
de porotos.
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FIGURA 2 :Curva de calibracifn correspondiente a aislado
proteico de porotos.



nitrbgeno soluble en H20

% Nitrogeno soluble = nitrbogeno total en la muestra (Kjeldahl) x 100

I111.5 ISOTERMAS DE SORCION

Las humedades de equilibrio se determinaron gravimétricamente en
condiciones estiticas.

Se utilizaron desecadores para vec{o de 20 cm de difmetro como
reciplentes que mantuvieran ambientes de humedad relativa constantes.

Las mismas se lograron mediante la utilizacifin de soluciones sali-
nas saturadas de humedades relativas constantes (0' Brien, 1948; Richardson y
Malthus, 1955; Rockland, 1960; Young, 1967).

En cada desecador se colocaron a 1o sumo 6 muestras utilizando como
soporte pesafiltros de 4 cm de didmetroc y 4 cm de altura y 100 ml de solucibn
salina saturada que conten{a un exceso del 30% en peso de sal para asegurar

gue las soluciones se mantuvieran siempre saturadas.

Se efectud vac{o en los desecadores a fin de disminuir el tiempo
necesaric para alcanzar el eguilibrio y se colocaron en una cémara a 27°%C
 1%).

Las muestras se pesaron perifidicamente y se considerb haber alcan=
zado el equilibrio cuando se verificd constancia de peso (en balanza de pre=-
cisifn 0,0001 gr).

El inconveniente de la putrefaccibn de las muestrasa elevada hume-

dad relativa, se evitd incorporandoc a las mismas un 0,5% de sorbato de pota-
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de agua (en el rango de a, estudiado), no es uno de los Indices mis adecua-
dos de los cambios que ocurren en el nitrfgeno soluble en protefnas calenta-

das en "seco” o en "himedo".



Iv.3. CINETICA DE LA PERDIDA DE NITROGENO SOLUBLE EN HARINA Y AISLADO PROTEICO

DE POROTOS

Para determinar el modelo cinético de pérdida de un componente ali-
menticio o de una caracter{stica organoléptica o de un factor de celidad du-
rante el tratamiento térmico, pueden usarse procedimientos en estado estacio-
nario o en estado no estacionario.

€1 procedimiento en estado estacionario involucra el calentamiento
répido de las muestras contenidas en envases apropiados hasta la temperatura
de tratamiento a la cual se mantiene luego por el tiempo deseado; as{mismo el
enfriamiento debe ser répido.

Se supone por lo tanto gue todo el producto se halla a temperatura
constante durante el tratamlento lo que simplifica notablemente el anflisis
final de los datos.

Luego del procesamiento se analiza en cade muestra tratada (distin-
tas combinaciones de tiempo/temperatura) la concentracién del componente o

factor deseado.

Para determinar el modelo cinético de la pérdida de nitrégeno solu
ble se utiliz6 el procedimiento mencionado en estado estacionario debido a
que el tiempo de vida media (tiempo necesario para que ocurra un 50% de pér-
dida de nitrb6geno soluble) es suficientemente largo como para suponer gque
no ocurre una pérdida significativa de solubilidad durante el tiempo de ca-

lentamiento que transcurre hasta llegar a la temperature de tratamiento.



De acuerdo a Lenz y Lund (1980) si la vida media es relativamente
corta (20 minutos 6 menos), puede ocurrir una destruccibn significativa del
componente estudiado durante el perfodo que transcurre hasta llegar a la tem
peratura de tratamiento; en estas condiciones debe usarse un procedimiento en
estado no-estacionario para determinar el modelo cinético.

Existen una variedad de técnicas para determinar la expresifn mate
mitica de la velocidad de reaccidn y pueden englobarse dentro de dos clases

generales:

-~ Métodos diferenciales, basados en la diferenciacién de los datos experi-

mentales de concentracibn en funcibn del tiempo para obtener la velocidad

de reaccibn.

- Métodos integrales, basados en la integracifn de la expresifin de velocidad

de la reaccién, supuesto un orden de reaccibn, y en la verificacibn del
cumplimiento de dicha expresifin mediante los datos experimentales.
Generalmente la determinacibén de la expresibén de la velocidad de
reaccifn involucra dos etapas: en la primera se determina la dependencia de
la velocidad con la coﬁcentrac16n a temperatura constante y en la segunda la
dependencia de la velocidad de reaccifn con la temperatura.
En el presente trabajo se utiliz6 el método integral con procedimien
to grifico para determinar la expresibn matemitica de la velocidad de reac-

cibn.

Las etapas involucradas en éste procedimiento se detallan a conti=-

nuacibn:



- Se supone una expresibn matemitica de la funcifn velocided de reaccibn
K (C1).
- Se combina dicha expresion con la definicifin bésica de velocidad de reac-

cibn

I dx

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

- Se separan las variable y se integra:

t = x dx
0 K i(ci)

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

derecha en funcibn de una dnica variable (fraccién de conversifn o concen-
tracitn).
En sistemas isotérmicos, K es una constante que puede salir fuera del sig-
no de la integral; si se representa el resultado de la integracibn como
ly (Ci) se obtiene:

Kt = *(ci)

- Apartir de los valores experimentales de las concentraciones y supuesto un
orden de reaccibfn, se calculan los valores de 1’(Ci) a los tiempos corres-
pondientes a dichas concentraciones.

- Se grafican los valores calculados de 1’(81) en funcifn del tiempo para
evalusr si se obtiene uma 1l{nea recta.

-~ Si se obtiene une recta satisfactoria, la expresifén propuesta para la velop
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cidad de reaccibn es consistente con los datos experimentales y la pendien
te de la recta es igual @ la constante de velocidad de la reaccibn K.

Si no se obtiene una lines recta, se debe suponer una nueva expresifn ma-
temitica de la velocidad de reaccibn.

La destruccifn de muchos componentes alimenticios puede ser descrip
ta adecuadamente por un modelo cinético de orden I (Stumbo, 1973; Labuza,
1980). Entre ellos se encuentran: la pérdida de &cido asclrbico (Karel vy
Nickerson, 1964; 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; Wolf y col., 1977, 1981).

En base a estos datos se supuso un modelo cinético de arden uno pa
ra la pérdida de solubilidad.

En este caso el valor de q)(Ci) correspondiente resulta:

Kt = t}’(ci) = -1n (-gﬁ—o)
y un gréfico de esta funcifn en funcifin del tiempo debe dar una 1{nea recta

cuya pendiente es igual a 1la constante de velocidad K.

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

dida de nitrb6geno soluble por tratamiento térmico de harina y aislado pro-
teico de porotos a distintos niveles constantes de humedad. Las l{neas rectas

obtenidas al graficar el logaritmo del nitrfégeno soluble en funcifn del tiem-
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FIGURA 7 :Pérdida de nitrbgeno soluble en harina de porotos

tratada térmicamente a un contenido de humedad
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FIGURA 8 :Pérdide de nitrfgeno soluble en harina de porotos

tratada térmicamente a8 un contenido de humedad de
1,1 % (beSe)e
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FIGURA 9 :Pérdida de nitrbgeno soluble en harina de porotos

tratada térmicamente a un contenido de humedad de
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po indican que en casi todos los casos se cumple el modelo cinético propuese-
to de orden uno.

La dnica excepcibn corresponde a los datos obtenidos para el aisla
do proteico al mayor nivel de humedad (30%) (Fig. 12). Pence y col. (1953)
también hallaron que la pérdida de solubilidad del gléten himedo calentado a
varias temperaturas podia representarse por una expresifn de orden uno, aun-
gque notaron que las Gltimas fases de la reaccibn parecfan sequir mejor una
cinética de segundo orden.

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

cidad calculados por cuadrados minimos a partir de los datos experimentales.

De la observacifn de los resultados obtenidos se desprende que al
aumentar el contenido de humedad, aumenta considerablemente la pérdida de ni
trbgeno soluble para ambos sistemas y que en todos los casos el aislado pro-
teico es mds suceptible frente al calor que la harina.

Estos resultados se ven mejor en'la Figura 13 en la cual se compa-
r8 la vida media (t%) (tiempo necesario para reducir el nitrfgeno soluble a
un S0% de su valor inicial) a distintos contenidos de humedad para harina y
eislado proteico. Se usb una representacién logar{tmica debido a la gran
variacibn del tiempo medio.

€1 tiempo medio se calculd de acuerdo a la expresién correspondien

te 8 una cinética de orden unac.



TABLA 7: Constantes de Velocidad para la pérdida de nitrbgeno soluble en

harina de porotose.

Contenido de humedad Temperatura H1
g H,0/400 ¢ wateria seca %) (G
80 0,0007
0,5 a0 0,003
100 0,006
50 0,0006
70 0,01
1,1
ao 0,03
90 0,1
~ 60 0,014
29,8 a0 0,08
90 0,26
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TABLA 8: Constantes de velocidad para la pfrdida de nitrﬁgeno soluble en

aislado proteico de porotose

Contenido de humedad

Temperatura

g H,0/100 g materia seca o) M
a0 0,01
1,6 90 0,02
100 0,05
70 0,02
11,1 80 0,03
%0 0,18
70 -
29,6 80 -
90 0,4
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FIGURA 13 :Comparacibn del tiempo necesario para reducir en
un 50 % el nitrbgeno soluble (t 1/2) deola harina
y del aislado proteico de porotos,a 90 C.


































































































































































