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Resumen

Esta investigacion tiene como objetivo evaluar el comportamiento a diferentes pH de propiedades
funcionales de productos proteicos obtenidos a partir de expeller de soja. La recuperacién de
proteinas fue realizada por extraccién alcalina y precipitacion isoeléctrica. La etapa de extraccién
alcalina se llevé a cabo mediante tres ciclos de 15 minutos cada uno usando agua como disolvente
a una temperatura de 60 °C. El pH se ajustd a 8,5 con hidréxido de sodio 1N. En cada ciclo de
extraccidbn se usd una relacion solido:liquido de 1:10 p/v (peso/volumen). Para la etapa de
precipitacién hasta pH 4,5, se utilizaron tres alternativas, acido clorhidrico (HCL), acido lactico (LA)
y bacterias &cido lacticas (Lactobacillus Plantarum y Lactobacillus Lactis) combinadas con acido
lactico (LAB). Los productos fueron secados en secadero spray previa neutralizacion con agua e
hidréxido de sodio.

Para los tres productos proteicos obtenidos, HCL, LAy LAB, se evaluaron la capacidad de retencién
de agua (WHC), capacidad de retencién de aceite (OHC), capacidad emulsionante (EC), estabilidad
de la emulsién (ES), capacidad espumante (FC) y estabilidad de la espuma (EF) a 30 y 60 minutos,
a valores de pH de 2, 4,5, 7, 9,5 y 12. Por su parte, la solubilidad de los productos proteicos fue
determinada a un pH de 7. Se comprobdé que aquellos productos proteicos obtenidos por
precipitacion isoeléctrica con BAL formaron emulsiones estables en todos los valores de pH, incluso
en el punto isoeléctrico. La solubilidad a pH 7 fue del 42,08 + 0,00 %, mientras que la capacidad de
retencion de agua, la capacidad de retencién de aceite, la capacidad espumante y la estabilidad de
la espuma se mantuvieron constantes en las variantes probadas. Estos atributos funcionales
mejorados posicionan a las bacterias lacticas como una alternativa sostenible a los acidos
inorganicos como agentes precipitantes.

Palabras Clave: Expeller de soja, recuperacion proteica, propiedades funcionales, bacterias
lacticas, pH.

Introduccion

La soja (Glycine max) es una alternativa econémica y equiparable a las fuentes de proteinas de
origen animal (Ghumman et al., 2016).

El expeller de soja (EE), obtenido a partir de la extraccién mecanica del aceite de soja, exhibe un
contenido de grasa que oscila entre el 4,5 % y el 9 % bs (base seca) y un contenido proteico que
varia entre el 30 % y el 42 % bs. Se destaca su mejorada digestibilidad respecto a la harina
desgrasada, atribuida a las alteraciones en las estructuras proteicas facilitadas por las temperaturas
aplicadas durante la extrusiéon (Accoroni et al., 2019; Ghumman et al., 2016); sin embargo, como
desventaja presenta un mayor contenido residual de aceite. Numerosos estudios han informado de
avances significativos en el proceso de extraccion de proteinas de expeller de soja mediante
extraccién alcalina y posterior precipitacion isoeléctrica, (Brasil et al., 2016; Das et al., 2022; Jiang

609



et al., 2009; Zhao et al., 2023). El método de cambio de pH implica extraer y solubilizar proteinas
en un intervalo de pH de 8 a 11, y acidificar hasta alcanzar el punto isoeléctrico a un pH de 4,5,
haciendo que alrededor del 90 % de las proteinas globulares solubilizadas se vuelvan insolubles
(Nishinari et al., 2018). En este contexto, se utilizaron &cido clorhidrico, &cido lactico y bacterias
acido lacticas como agentes precipitantes, de los cuales los dos ultimos son reconocidos por la FDA
(Food and Drug Administration) como GRAS (generally recognized as safe, por las siglas en inglés
de generalmente reconocidos como seguros). Por lo tanto, en este trabajo se propone evaluar el
efecto de los nuevos agentes precipitantes en el comportamiento del producto segun la evaluacion
de diversas propiedades funcionales en un rango amplio de valores de pH.

Materiales y Métodos

Cada corrida experimental siguid los pasos de procesamiento que se muestran y detallan en la
Figura 1. El expeller de soja fue provisto por plantas procesadoras de pequena escala de la provincia
de Santa Fe, Argentina. Las muestras se almacenaron en bolsas selladas herméticamente y se
mantuvieron a (-18 °C) hasta su posterior procesamiento. El expeller se molié a temperatura
ambiente utilizando un molino de laboratorio (Bihler, Alemania) y se tamiz6 con tamices estandar
ASTM para lograr un tamafno de particula que pas6 por malla 25 (710 um) y fue retenido por malla
100 (150 pm).

Expeller de soja_( Extraccion
———— »{Preprocesamiento ———) alcalina
4 cnclo

V

Filtracién
Fase solida

Extracto liquido

Agua +
Na(OH) Extraccion
>

alcalina
2% giclo

Precipitacion
l Filtracién ' Extracto liquido——— isoelectrica
Fase soclida

Agua + + 55 L

Extraccion

HCL AL BAL

M’ i Extracto liquido
3% ciclo
Producto himedo Residuo liquido
Y ¢
Filtracion Na OH) W
Residuo sdlido l

Secado spray

Producto Proteico

Figura 1. Metodologia experimental para la recuperacion de proteinas de
expeller de soja utilizando diferentes agentes precipitantes.

La extracciéon se realizé en un extractor discontinuo con agitacién continua (RW20D S032, Ika,
China) consistente en tres ciclos de extraccion de 15 minutos utilizando agua como disolvente. El
pH se ajust6 a 8,5 con NaOH 1N a una temperatura constante de 60 °C. En cada ciclo de extracciéon
se utilizé una proporcién sélido/liquido de 1:10 (p/v). Al final de cada ciclo de extraccion, se separé
el sélido restante de la solucién proteica, y se afadié agua a 60 °C al principio del segundo y tercer
ciclos, ajustando el pH a 8,5. Luego, las tres soluciones obtenidas en cada ciclo de extraccidén se
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combinaron en un pool liquido y se transfirieron a un vaso de precipitados para su posterior
precipitacion.

La etapa de precipitacion isoeléctrica se llevé a cabo empleando &cido clorhidrico, &cido lactico y
bacterias lacticas liofilizadas, Lactobacillus Plantarum y Lactobacillus Lactis. Para la primera
alternativa, codificada como HCL, se utiliz6 acido clorhidrico 0,1 N para acidificar la mezcla liquida
a una temperatura de 20 °C hasta que el pH alcanzé un valor de 4,5. La mezcla resultante se dej6
decantar bajo refrigeracion hasta una temperatura de 4 °C. Para la segunda alternativa, codificada
como AL, se utilizé acido lactico para acidificar la mezcla liquida a una temperatura de 20 °C hasta
que el pH alcanz6 un valor de 4,5. En ambos casos, la mezcla resultante se dej6 reposar en heladera
hasta alcanzar una temperatura de 4 °C, lo que facilité la decantacion del producto proteico. La
tercera alternativa, codificada como BAL, implicé una acidificacion con dos bacterias lacticas,
Lactobacillus Plantarum y Lactobacillus Lactis. Estas bacterias se adicionaron en una proporcion de
0,003 g/l a una temperatura de 35-37 °C durante 10 horas en un bafo termostatico (Tecno Dalvo,
Argentina). En caso necesario, se utilizé acido lactico (85 %, grado alimentario) para los ajustes
finales del valor del pH hasta alcanzar el punto isoeléctrico. heladera hasta alcanzar los 4 °C, lo que
facilité la decantacién del producto proteico. El sobrenadante liquido de la mezcla obtenida en la
etapa de precipitacion isoeléctrica se separ6 por decantacién. A continuacion, se anadié NaOH 5N
hasta alcanzar un pH de 7, con agitacion durante una hora a temperatura ambiente. El secado se
realiz6 en un secadero spray con flujo co-corriente (TP-S15, XI'An Toption Instrument Co., Ltd,
China) utilizando una boquilla de 0,5 mm. La bomba peristaltica utilizada para alimentar la
suspension se ajusto al 15 % del caudal maximo (2 I/h). La temperatura del aire de entrada se fijé
en 180 °C y la temperatura del aire de salida resultante se midié a un valor medio de 54-60 °C. El
polvo seco se recogié tanto del ciclon como de los componentes cilindricos de la cdmara de secado
y se almacené en frascos esterilizados.

Para los tres productos proteicos obtenidos, HCL, AL y BAL, se determiné el contenido de proteinas
y se evaluaron la solubilidad, capacidad de retencién de agua (WHC), capacidad de retencién de
aceite (OHC), capacidad emulsionante (EC), estabilidad de la emulsion (ES), capacidad espumante
(FC) y estabilidad de la espuma (EF) a 30 y 60 minutos, a valores de pHde 2,4,5,7,9,5y 12, segln
los métodos de (Garcia-Vaquero et al., 2017).

Los resultados se evaluaron utilizando ANOVA de uno o dos factores asumiendo una distribucién
normal con un nivel de confianza del 95 %. Cada medicién experimental se realiz6 al menos por
duplicado. Los resultados se presentaron como el valor medio y la desviacién estandar. Se
detectaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los datos experimentales
cuando se muestran diferentes letras junto a ellos, de acuerdo con pruebas post-hoc de Tukey. Los
analisis estadisticos se realizaron en el software R-4.3.1.

Resultados y Discusion

El proceso de recuperacion de proteinas a partir del expeller de soja utilizando pH 8,5 en la etapa
de extraccion alcalina, y utilizando acido clorhidrico, acido lactico isoeléctrica, no se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) para el contenido de proteinas del producto final (HCL 66,78%
+ 0,19, AL 68,38% + 4,50, BAL 59,05% 5,25 bs). Accoroni (2020) inform6 concentraciones de
proteinas del 60-65 % con rendimientos de recuperacion del 46-48 % para la extraccién alcalina de
proteinas de la harina de expeller de soja a un valor de pH de 8 y utilizando acido clorhidrico como
agente precipitante.

En la Tabla 1 se muestran los valores experimentales de las propiedades funcionales de los
productos proteicos obtenidos a partir de expeller de soja. Todas las propiedades funcionales
estudiadas mostraron diferencias significativas (p < 0,05 ANOVA de dos factores para cada
respuesta con respecto al agente precipitante y al pH) con respecto a algunas combinaciones del
agente precipitante para los cinco valores de pH testeados.
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Tabla 1. Propiedades funcionales de los productos proteicos obtenidos a partir de expeller de soja.

pH Capacidad de retencion de | Capacidad de retencion de Capacidad Estabilidad emulsion,
agua, aceite, emulsionante, ES (%)
WHC(g/g) OHC(g/g) EC (%)
HCL AL BAL HCL AL BAL |HCL | AL |BAL | HCL AL BAL
2 1,20 1,59 2,08 1,92 2,09 1,91 |47,70( 44,69 |46,49| 86,74 | 21,95 | 96,22
+ + + + + + + + + + + +
0,12 0,08 0,17 0,10 0,12 0,14 |1,97 | 3,65 |1,24 | 7,44 | 1,59 | 0,10
fg cdef bcd bc ab bc ab | abcd | abc a c a
45| 2,07 | 1,03 2,02 1,32 1,70 1,43 39,47 17,69
- 4 + 4 4 : - ; - 4 - 4
023 | 012 | 017 | 005 | 007 | 009 | NP | ND |423| ND | ND |55
bcd fg bcde def bcd de bcd c
7 | 1,24 1,03 2,23 1,92 1,36 1,43 | 46,36 | 46,43 |49,04|100,00 | 46,16 | 98,92
- 4 + 4 4 : 4 : ] 4 4 - 4 : 4 4 - 4
0,10 | 0,07 0,10 0,17 0,08 0,00 (1,28 | 0,00 (2,64 | 0,00 5,44 | 2,52
fg fg bc bc def de abc | abc a a b a
9.5 0,22 1,38 2,61 2,43 1,16 0,99 (48,18| 45,04 (48,67 | 94,37 (100,00( 98,22
: + 4 + - 4 ] 4 4 - 4 : + -
0,01 0,17 0,23 0,12 0,02 0,09 | 1,28 |( 0,57 | 3,17 | 7,96 | 0,00 | 2,52
h ef ab a ef f a abc a a a a
12 | 1,52 0,73 2,92 1,48 1,66 1,43 |36,45| 38,45 |41,02| 24,29 | 42,19 (100,00
: + + ] - 4 : 4 4 - 4 - 4 4 -
0,12 0,09 0,39 0,06 0,02 0,19 (1,48 | 0,74 | 4,02 | 6,06 1,82 | 0,00
def gh a de cd de d cd |abcd c b a
pH Capacidad espumante, Estabilidad espuma a 30 | Estabilidad espuma a Solubilidad, S (%)
FC (%) min, FS (%) 60 min, FS (%)

HCL AL BAL HCL AL BAL [HCL | AL |BAL | HCL AL | BAL
2 | 50,00 | 27,94 | 70,59 3,80 2,65 5,30 | 2,75 | 1,80 |3,50 - - -

+ * * * t + * * *
4,16 | 2,08 0,00 0,42 0,35 0,00 | 0,21 | 0,00 (0,00
c d ab ef fg bc d e c
4.5 | 23,53 | 25,00 | 67,65 1,80 4,40 | 0,60 3,50 - - -
+ + + + + + +
0,00 | 208 | 416 | 000 | NP | o042 [000| NP |00
d d ab g cde f c
7 | 29,41 (50,00 | 73,53 2,65 4,40 410 | 1,80 | 3,50 |3,50 | 45,86 | 21,92 |42,08
t * * * t + * * * t * t
0,00 | 4,16 4,16 0,35 0,42 0,00 | 0,00 | 0,00 (0,00 | 7,21 0,46 | 0,00
d c a fg cde de e c c a b a
9.5| 73,53 (79,41 | 76,47 5,90 5,30 5,60 | 4,10 | 3,50 (4,70 - - -
t * * + t + * * *
4,16 | 4,16 0,00 0,00 0,00 0,42 | 0,00 | 0,00 (0,00
a a a b bc b b c a
12 | 55,88 | 82,35 | 79,41 5,00 7,10 5,60 | 4,40 | 4,70 |3,95 - - -
t * * * + + * * *
4,16 | 8,32 4,16 0,42 0,00 0,42 | 0,42 | 0,00 | 0,21
bc a a bcd a b ab a bc

La capacidad de retencion de aceite de los productos proteicos fue comparable a los valores
informados por Ma et al. (2022) para los aislados de proteinas de haba, arvejas, lenteja y soja. Estos
valores se deben posiblemente a la distribucion de cargas de los aminoacidos polares y no polares
(es decir, hidrofilicidad superficial frente a hidrofobicidad). En cuanto a la capacidad emulsionante y
estabilidad de la emulsién, Wang et al. (2010) observaron que una emulsion estabilizada con
concentrado de proteina de soja a un pH de 4,5 utilizando HClI como agente precipitante es
potencialmente menos estable. Esto podria atribuirse a la proximidad al punto isoeléctrico, donde
el potencial zeta tiende a aproximarse a cero indicando una reduccion en la repulsion electrostatica
entre las particulas coloidales en la emulsion. Por otro lado, los productos proteicos precipitados por
BAL mostraron cierta capacidad emulsionante incluso en el valor de pH de 4,5. Segun Aluko et al.
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(2009), los productos proteicos de arveja obtenidos mediante precipitacion con bacterias lacticas
presentaron mayores contenidos de azucares, lo que podria mejorar potencialmente la solubilidad
de las proteinas y, por ende, mejorar la capacidad emulsionante.

Los valores de capacidad espumante aqui obtenidos concuerdan con los reportados por Foh et al.
(2012) para los aislados de proteinas de soja producidos por extraccion alcalina y precipitaciéon
isoeléctrica, los cuales variaron desde aproximadamente un 4 % a un valor de pH de 4 hasta
aproximadamente un 102 % a un valor de pH de 10. Sin embargo, Foh et al. (2012) presentaron
mejores valores de estabilidad de espuma del 45 % a los 30 minutos y del 25 % a los 60 minutos.
El aumento en la capacidad espumante a un pH mas alto es probablemente consecuencia de las
cargas netas mas altas en la proteina, lo que conlleva a una mayor flexibilidad de la proteina y una
reduccidn en las interacciones hidrofébicas. Peng et al. (2020) informaron un indice de solubilidad
de alrededor del 90 % a un valor de pH de 7,5 para los productos proteicos obtenidos a partir de
cultivares de soja con un contenido inicial de proteinas del 80 %, utilizando acido clorhidrico como
agente precipitante. Aun asi, concluyeron que la solubilidad para diferentes valores de pH depende
de la conformacion especifica de la proteina, la carga superficial de la proteina y las fuerzas iénicas
durante la extraccion de proteinas.

Conclusiones

El método de extraccion alcalina y precipitacion isoeléctrica para la recuperacién de proteinas de
expeller de soja resultdé en productos con contenidos proteicos comparables cuando se utilizaron
diferentes agentes precipitantes. No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en el
contenido proteico, lo que implica que se pueden emplear eficazmente agentes precipitantes
alternativos en el proceso de recuperacidn de proteinas sin afectar negativamente su rendimiento.

Los productos proteicos obtenidos con bacterias lacticas exhibieron propiedades funcionales
mejoradas en comparacion con los obtenidos con acido clorhidrico como agente precipitante,
especialmente respecto de la capacidad de retencibn de agua y capacidad espumante. Se
observaron valores similares para la capacidad emulsionante, estabilidad de la emulsion y
solubilidad de proteinas en todo el rango de valores de pH analizado. Estos atributos funcionales
mejorados posicionan a las bacterias lacticas como un agente precipitante alternativo y sostenible
a los acidos inorganicos, lo que permitiria la adaptacién de los productos proteicos obtenidos a
diversas aplicaciones tecnolégicas alimentarias.
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