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RESUMEN

En los Ultimos afios las altas presiones hidrostaticas han servido para sustituir a los tratamientos
térmicos ya que pueden reducir la carga microbiana de los alimentos sin alterar algunas de las
propiedades que los tratamientos térmicos modifican como las propiedades sensoriales y
nutricionales. Se ha comprobado que las altas presiones pueden modificar la estructura de las
proteinas lo que conlleva cambios en las propiedades funcionales de estas.

Por otro lado, la ovoalbumina es una de las proteinas de mayor interés para la industria
alimentaria por sus propiedades nutricionales y funcionales donde destaca la capacidad de
absorcién de agua y de aceite, la capacidad espumante, el indice de solubilidad, la actividad
emulsionante y la gelificacidn por calor.

El objetivo de la revisidn bibliografica es estudiar cémo afectan las altas presiones a la estructura
de las proteinas y cdmo estos cambios pueden modificar las propiedades funcionales de
proteinas de origen animal y vegetal.

Por otro lado, se ha realizado un estudio experimental que tiene como objetivo determinar el
efecto de presiones de 400 MPa durante 5, 10 y 15 minutos sobre las propiedades funcionales
de la ovoalbumina. El tratamiento de altas presiones a 400 MPa incrementa la capacidad de
absorcién de agua y de aceite siendo el efecto mas pronunciado con tratamientos cortos (5
minutos). Sin embargo, la solubilidad disminuye cuando las muestras se someten a altas
presiones siendo mas pronunciado en el menor tiempo (5 minutos). El resto de propiedades no
se vieron afectadas tras los tratamientos a 400 MPa durante 5, 10 y 15 minutos. Las altas
presiones apenas modifican la capacidad de gelificacion de las muestras.

Palabras clave: ovoalbimina, proteina, estructura, altas presiones y propiedades funcionales.
ABSTRACT

In the last few years, high hydrostatic pressure have been used to replace heat treatment as
high pressures can allow the reduction of the microbial load of the food without the disruption
of some properties that heat treatments can modify, such as sensory and nutritional properties.
It has been aknowkedged that high pressures can transform protein structures causing
functional changes on them.

On the one hand, ovalbumin is one of the most interesting protein to food industry due to its
nutritonal and functional properties highlighting the water and oil absorption capacity, foamig
capacity, solubility, emulsifying activity and gelification.

The aim of the bibliographic review is to stydy how high pressures affect on protein structures
and how these can remodel functional properties of animal and vegetal proteins.

On the other hand, an experimental study has been done in order to determine the effect of
400 MPa pressure during 5, 10 and 15 minutes on functional properties of ovalbumin. The high
pressure treatment at 400 MPa increases water and oil absortion capacity, the effect is being
more pronounced with the short tratment (5 minutes). However the solubility decreases when
the samples are subjected to high pressures, being more pronounced in the shortest time (5
minutes). The rest of the properties were not affected after the treatments at 400 MPa for 5, 10
and 15 minutes. The high pressures hardly modify the gelling capacity of the samples.

Key words: ovalbumin, protein, structure, high pressure and functional properties.
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1. Introduccién

1.1. Importancia de las proteinas en el consumo humano y en la industria
alimentaria

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas lineales de aminodcidos unidos entre
si mediante enlaces peptidicos. Se organizan en cuatro niveles desde el punto de vista
estructural (/lustracion 1). La estructura primaria es la secuencia de aminoacidos que es la que
diferencia unas proteinas de otras. Algunos de estos aminodcidos son esenciales (como la
leucina, metionina, arginina y valina entre otros) y se obtienen a través de la dieta ya que nuestro
cuerpo no es capaz de sintetizarlos. Los alimentos que tienen aminoacidos esenciales son los
huevos, la carne, los lacteos y algunos vegetales. Estos aminoacidos realizan funciones
estructurales, enzimaticas, transportadoras, defensivas, hormonales, de reserva... La estructura
secundaria es el plegamiento que la cadena polipeptidica adopta, la terciaria es la disposicién
tridimensional de todos los &tomos que componen la proteina y la cuaternaria es la estructura
qgue adopta una proteina tiene de mds de una cadena polipeptidica (Luque Guillen, 2011).

Levels of protein organization
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llustracion 1. Estructura de las proteinas (National Human Genome Research Institute, n.d.)

Por otro lado, las proteinas son de gran interés para la industria alimentaria (IA) por sus
propiedades funcionales. Estas, son las propiedades fisicas y quimicas de las proteinas que
repercuten en las caracteristicas de los alimentos como por ejemplo la solubilidad, la actividad
emulsionante y la gelificacion entre otras. Dichas propiedades pueden verse sin embargo
afectadas por la facil desnaturalizacion de las proteinas debido a la ruptura de los puentes de
hidrégeno (llustracion 2). La desnaturalizacién puede producirse por tratamientos térmicos, por
variaciones del pH (Luque Guillen, 2011) y por tratamientos de altas presiones cuando se
someten a presiones superiores a 400 MPa (Pradas Baena & Moreno Rojas, 2016). En algunos
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casos este proceso puede ser reversible y la proteina puede volver a su conformacién original
una vez se ha desnaturalizado (Naderi et al., 2017). La desnaturalizacidon provoca cambios en
otras propiedades funcionales a parte de la solubilidad, como la capacidad para estabilizar
emulsiones o espumas o producir geles (Queirds et al., 2018).
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llustracion 2. Estado nativo (dcha.) y estado desnaturalizado (izda.) de una proteina (Gonzalez, n.d.)

Una de las proteinas de mayor interés para la industria alimentaria es la ovoalbumina, proteina
mayoritaria (54 %) en la clara de huevo y que se utiliza para formular muchos productos
alimenticios por sus propiedades nutricionales y funcionales (Naderi et al., 2017). Sus
propiedades funcionales mds importantes son: la capacidad de absorcion de agua y aceite, la
capacidad espumante, el indice de solubilidad, la capacidad emulsionante y la gelificacion.

1.2. Utilizacion de las altas presiones en la industria alimentaria

Las altas presiones son tratamientos que consisten en someter a una presién de entre 100 y
1000 MPa productos envasados herméticamente en envases flexibles (para evitar la rotura)
donde la presién se transmite por medio de un fluido (generalmente agua). En la aplicacién de
este proceso se sigue el principio isostatico, que consiste en un tratamiento uniforme y
constante a todo el producto independientemente de su tamafio, su forma o su composicion,
donde se aplica la presion sobre las particulas liquidas de los alimentos (/lustracién 3). Por este
principio se puede asegurar que nunca habra partes del producto mas tratadas que otras (Lee
& Koo, 2019).

llustracion 3. Presion isostdtica sometida sobre un cuerpo (Pradas Baena & Moreno Rojas, 2016)

La principal utilizacidon de las altas presiones en la industria alimentaria es la reduccion de la
carga microbiana (Bello et al., 2014) lo que, junto con su capacidad para inactivar enzimas,
consigue aumentar la vida util de los alimentos reduciendo el uso de aditivos. Ademas, se
conservan las caracteristicas del producto fresco manteniendo tanto las propiedades sensoriales
como las nutricionales (Pradas Baena & Moreno Rojas, 2016).

Por lo comentado anteriormente, esta tecnologia puede sustituir a la pasteurizacion con un
consumo de energia menor. Ademas, puede reducir el uso de aditivos alimentarios, potenciar la
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mejora de la digestibilidad, reducir la alergenicidad y mejorar los componentes alimenticios que
tienen beneficios para la salud (Huang et al., 2020). Por otro lado, las altas presiones pueden
romper enlaces y modificar las propiedades de moléculas de alto peso molecular como
almidones y proteinas, y asi provocar cambios estructurales. Uno de los inconvenientes de esta
tecnologia es el elevado coste del equipo.

1.2.1. Efecto de las altas presiones sobre las proteinas

Las altas presiones afectan a la estructura de las proteinas y por tanto pueden modificar las
propiedades funcionales que dependen entre otros factores (como el tipo de proteina,
concentracién, pH...) de la conformacién estructural. Los cambios en la estructura de las
proteinas por la ruptura de enlaces conllevan cambios en las propiedades funcionales debidos
los cambios en las interacciones intramoleculares e intermoleculares (Pradas Baena & Moreno
Rojas, 2016). Estos cambios en la estructura pueden aumentar el nimero de grupos hidréfobos
expuestos al exterior de la proteina, incrementando la hidrofobicidad de la superficie (Queirds
et al., 2018) y dependen del tipo de proteina y del tratamiento que se le aplique.

Por otro lado, la ruptura de enlaces disulfuro intramoleculares y la disminucién de la
polimerizacidn del compuesto alergénico como consecuencia de los tratamientos de altas
presiones, pueden reducir la alergenicidad, una cara de gran interés para determinados grupos
de poblacion (Naderi et al., 2017).



2. Objetivos

Los objetivos del presente trabajo son los siguientes:

1. Realizar una busqueda bibliografica sobre el efecto del tratamiento de altas presiones
sobre la estructura y las propiedades funcionales de las proteinas.

2. Estudiar el efecto de tratamientos de 5, 10 y 15 minutos a 400 MPa sobre las
propiedades funcionales de la ovoalbimina.



3. Disefio experimental

Proteina Ovoalbumina nativa
Dispersion de
ovoalbimina al 6 %
I
Presién 400 MPa -
T2
[T3 T4 [T5
Tiempo 5 minutos 10 minutos 15 minutos
Liofilizacion
Propiedades
funcionales
Capacidad de Capacidad ) Actividad
., Indice de - . ..
absorcion de espumante y lubilidad emulsionante y Gelificacién
agua y aceite estabilidad de Solubiiida estabilidad de
la espuma la emulsion
llustracion 4. Esquema del disefio experimental empleado
En la Tabla 1, se muestra la codificacién de cada tratamiento.
Tabla 1. Codificacion de muestras para evaluacion de propiedades funcionales de ovoalbumina
Codificacion Tratamiento
T1 Proteina nativa
T2 Proteina no presurizada liofilizada
T3 Proteina presurizada a 400 MPa durante 5 minutos liofilizada
T4 Proteina presurizada a 400 MPa durante 10 minutos liofilizada
T5 Proteina presurizada 400 MPa durante 15 minutos liofilizada




4. Materiales y métodos
4.1. Revision bibliografica

Se ha realizado una busqueda bibliografica con ayuda de la herramienta Sirius que proporciona
la biblioteca de la UPNA, con la que se ha profundizado sobre los efectos que tienen las altas
presiones en la estructura y las propiedades funcionales de proteinas alimentarias tanto de
origen animal como vegetal.

4.2. Aplicacion, tratamiento y conservacion de las muestras
4.2.1. Preparacion de la dispersion

Se prepararon dispersiones al 6 % (p/p) en agua destilada de ovoalbimina en polvo, (contenido
de proteina > 80 %, pH entre 6,5y 8,5y 4,5 % de carbohidratos, Tecnoalimentacion HELA S.L.,
Espaiia). Para ello la dispersidon se homogeneizé mediante un agitador magnético (FisherBrand,
Italia) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez la proteina estaba disuelta en el
agua destilada, se envasaron 300 ml de la disolucién en bolsas Zip eliminando las burbujas de
aire. A su vez, éstas se envasaron en bolsas de polipropileno a vacio (97 %) con un sellado de 3
segundos para realizar el proceso de altas presiones.

4.2.2. Tratamiento de altas presiones

Las muestras se trataron a una presién de 400 MPa durante 5, 10 y 15 minutos con un equipo
de altas presiones Stansted Iso-Lab Fluid Power LTD, Inglaterra (/lustracion 5) cuyo cilindro tiene
6,5 cm de didmetroy 22 cm de altura. El fluido utilizado para transmitir la presién fue una mezcla
de agua con propilenglicol USP (1:4, v/v).

llustracion 5. Equipo de altas presiones Stansted Iso-Lab Fluid Power LTD, Inglaterra

El tratamiento de altas presiones se dividiéd en 3 fases: 12 hasta llegar a 133 MPa donde se
mantuvo 5 segundos, 22 hasta llegar a 266 MPa donde se mantuvo otros 5 segundos y la 32 hasta
llegar a los 400 MPa donde se mantuvo el tiempo de tratamiento (5, 10 o 15 minutos). La
despresurizacion se realizé a la maxima velocidad.



4.2.3. Liofilizacion de las muestras

Se liofilizd cada tratamiento en el liofilizador LyoBeta 25, Telstar, Espafia (llustracion 6) donde
se adiciond los 600 ml de cada tratamiento en una bandeja diferente. El espesor final en cada
bandeja fue de 0,36 cm. La liofilizacion se llevd a cabo con las siguientes condiciones:
congelacion a -45 2C durante 2 horas, secado primario a 15 9C durante 15 horas y secado
secundario a 25 2C durante 3 horas. Se obtuvo una humedad aproximada de 4,5 % (en base
himeda) en todas las muestras por lo que se verifico que la liofilizacidon se realizé correctamente.

llustracion 6. Equipo liofilizador LyoBeta 25, Telstar, Espafia

La proteina liofilizada se envasd herméticamente en bolsas pldsticas y se conservd a
temperatura ambiente hasta su utilizacion. La cantidad de proteina obtenida en cada
tratamiento fue de 32-34 g.

4.3. Propiedades funcionales

4.3.1. Capacidad de absorcién de agua (CAA) y de aceite (CAAc)

Tanto la capacidad de absorcién de agua (CAA) como la de aceite (CAAc) se determinaron con el
método de Beuchat (1977). Para ello, se pesaron 0,5 g de proteina tratada en un tubo de
centrifuga (Oak Ridge Centrifuge Tube, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y se mezclaron
con 5 g de agua destilada. Posteriormente, se agitd el tubo durante 30 segundos con ayuda de
un vortex y se dejo reposar la muestra durante 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado
este tiempo, se centrifugd durante 30 minutos a 3000 rpm. Con ayuda de una balanza se pesé
el sobrenadante obtenido. Con la ecuacidn 1, se calculd la capacidad de absorcién de agua:

(Ecuacion 1)

CAA ( g de agua ) __ Peso del agua afiadida (g)—Peso del sobrenadante (g)

g de proteina Peso de proteina (g)

Para determinar la capacidad de absorcién de aceite se realizé el mismo método, pero se
adiciond aceite de girasol en vez de agua destilada.



4.3.2. Capacidad espumante (CE) y estabilidad de la espuma (EEs)

Se determind la capacidad espumante mediante el método de Paredes-Lopez et al. (1991). Se
prepararon 10 ml de disolucion proteica al 1% (p/v) en frascos de 50 ml de capacidad y, con la
ayuda de una regla, se midio la altura del liquido (a). La disolucidn se agité a 11000 rpm durante
dos minutos (Ultra turrax) y se volvié a medir la altura total del liquido y la espuma generada (b)
después de la homogeneizacién. Para calcular la estabilidad de la espuma, se volvié a medir la
altura del liquido y la espuma (b) pasados 30 minutos y se aplicé la misma férmula.

Para calcular la capacidad espumante y la estabilidad de la espuma se utilizé la ecuacion 2.

CE (%) = % x 100 (Ecuacién 2)

b (liquido + espuma)

I a (liquido)

4.3.3. Indice de solubilidad en agua (ISA)

El indice de solubilidad de la proteina se determiné mediante el método de Anderson et al
(1996). Para ello, se pesaron 0,5 g de proteina en tubos de centrifuga y se adicionaron 6 g de
agua destilada. Después, se colocaron las muestras en un bafio Maria con agitacién a 25 oC
durante 30 minutos. Pasado este tiempo, se centrifugd a 5000 rpm durante 20 minutos. Por
ultimo, se colocé el sobrenadante en un platillo de aluminio y se secé en estufa a 90 2C durante
una hora y media hasta que el peso fue estable. Para calcular el indice de solubilidad se utilizd
la ecuacién 3.

Peso seco del sobrenadante (g)

ISA (%) =

X 100 (Ecuacién 3)

Peso de la muestra (g)

4.3.4. Actividad emulsionante (AE) y estabilidad de la emulsion (EEm)

Para determinar la actividad emulsionante y la estabilidad de la emulsién de las muestras se
siguié el método de Pearce & Kinsella (1978). Se prepararon 5 ml de disolucién al 3 % (p/v) en
un frasco de 50 ml. Después, se agregaron 2,5 ml de aceite de girasol obteniendo asi una relacion
2:1 (agua: aceite). Se homogeneizé la mezcla con ayuda del Ultra Turrax a 11000 rpm durante
90 segundos. Después, se diluyd 1 ml de la emulsidn en un matraz aforado de 250 ml con agua
destilada. Se midid la absorbancia a 500 nm con ayuda de un espectrofotometro. Finalmente,
se guardaron las muestras a 4 2C durante 24 horas y se volvié a medir la absorbancia.

Para determinar la actividad emulsionante se utilizaron las ecuaciones 4 y 5:

T =2,303 X ? (Ecuacion 4)



Donde:
- Teslaturbidez
- Aeslaabsorbanciaa 500 nm
- lesel paso éptico de la cubeta (0,01 m)

AE =2 X T X — (Ecuacion 5)
cCXe

- reselfactor de dilucién (0,004)
- ceselpesode la proteina por unidad de volumen antes de la emulsién (0,03 g)
- o eselvolumen de la fraccidn de aceite (0,33 ml)

Para calcular la estabilidad de la emulsidn se utilizd la ecuacién 6:
T x At ..
EEm = TE (Ecuacion 6)

Donde:
- Teslaturbidez a tiempo 0
- Ateselintervalo de tiempo (24 h)
- AT es el cambio de turbidez durante el periodo de 24 h

4.3.5. Gelificacion

Siguiendo el método de Circle et al. (1964), se prepararon 50 ml de disoluciones de proteina
tratada y sin tratar en agua destilada con concentraciones al 4, 6 y 8% (p/v). Cada solucidn se
dispuso en dos botes de 20 ml y se introdujeron en un bafio Maria a 70 C durante 15 minutos.
Pasado ese tiempo, se sacaron y se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Tras su almacenamiento 24 horas a 4 2C, se midid la gelificacién invirtiendo los frascos y
comprobando si goteaban o no.

4.3.6. Andlisis estadisticos

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) con ayuda del programa IBM
SPSS Statistics Version 25 software (IBM Corp. USA). Las diferencias entre los grupos se
evaluaron mediante pruebas de comparacién multiple post hoc de Tukey con un nivel de
confianza del 95 % considerando que hay diferencias significativas en p-valores menores que
0,05.



5. Resultados
5.1. Revision bibliografica

5.1.1. Efecto de las altas presiones sobre la estructura, los grupos sulfhidrilo y la
hidrofobicidad de las proteinas

En estudios sobre las altas presiones donde se analizaron varios alimentos, se comprobé que las
altas presiones pueden desplegar y disociar las estructuras secundaria y terciaria de proteinas
de los alimentos a partir de 200 MPa vy la cuaternaria a partir de 150 MPa, esto se debe a que las
altas presiones afectan a los enlaces no covalentes (idnicos, enlaces hidréfobos y de hidrégeno).
Sin embargo, la estructura primaria permanece estable (Bello et al., 2014).

Un grupo sulfhidrilo (SH) es un dtomo de azufre unido a un dtomo de hidrégeno mediante un
enlace covalente. Estos grupos SH se encuentran en las cadenas laterales del aminoacido
cisteina (l/lustracion 7) y de forma nativa estdn enterrados en el interior de las proteinas (Van
der Plancken et al., 2007). Cuando un grupo SH reacciona por oxidacion (Van der Plancken et al.,
2007) con otro grupo SH de otra cisteina, los &tomos de hidrégeno se liberan y se pueden formar
el enlace disulfuro que permite el plegamiento de la proteina (Gonzalez, n.d.). Los grupos SH
junto con los enlaces disulfuro (S-S) ayudan a mantener la estructura terciaria de las proteinas
(Hlustracion 8). Ambos tienen un papel muy importante en la conformacién, estabilidad y
propiedades funcionales de las proteinas. Las altas presiones pueden causar cambios en la
estructura de las proteinas lo que provoca cambios en la cantidad de grupos SH libres. Presiones
de hasta 300 MPa pueden favorecer el despliegue de proteinas aumentando la cantidad de
grupos SH disponibles o libres. Sin embargo, para valores de presion superiores a 300 MPa, la
cantidad de grupos SH libres no cambia o incluso disminuye, esto se debe a una mayor tendencia
a la agregacién de proteinas (Queirds et al., 2018).
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llustracion 8. Estructura terciaria globular de una proteina (Gonzalez, n.d.)
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La hidrofobicidad superficial estd relacionada con la exposicion de cadenas laterales de
aminodcidos aromaticos que son apolares. Cuanto mayor es la cantidad de grupos hidrofobos
expuestos mayor es la hidrofobicidad superficial. Las altas presiones conllevan un aumento de
la hidrofobicidad superficial debido a la exposicién de estas cadenas apolares que poseen las
proteinas de forma nativa en su interior (Queirds et al., 2018).

En general, los cambios en la estructura de las proteinas estan relacionados con modificaciones
en las caracteristicas de las proteinas (gelificacion, capacidad emulsionante y espumante,
solubilidad...) y dependen del tipo de proteina con el que se esté trabajando, las condiciones del
tratamiento (presion y tiempo) a las que se sometan las muestras y otros factores como la
concentracién y condiciones del medio, principalmente su pH (Bello et al., 2014).

En estudios realizados con la proteina del caracol de mar (Haliotis rufescens) se ha comprobado
que las altas presiones (200, 300, 400 y 500 MPa durante 5 min) cambian su estructura
secundaria independientemente de la presidon que se aplique. La estructura intermolecular de
las laminas B se rompid a 200 MPa que conllevé a la formacion de laminas B intramoleculares
(Cepero-Betancourt et al.,, 2020). En las proteinas musculares de Seriolella violdcea, se
produjeron cambios en la estructura secundaria. En este caso, disminuyeron las a-hélice
mientras que aumentaron las laminas B al tratar las muestras a presiones entre 450-550 MPa
durante 3 y 4 minutos a 15 2C. Se demostrd que las altas presiones provocaron cambios en las
interacciones hidrofébicas y en los enlaces de hidréogenos debidos a estos cambios en la
estructura (Larrea-Wachtendorff et al., 2015).

En proteina de colza (He et al., 2014) y en proteina de soja (Wang et al., 2008) tratadas a
presiones de 200 MPa aumentaron la cantidad de grupos sulfhidrilo libres respecto a la muestra
de proteina nativa por la exposicidon de estos grupos que estaban enterrados en el interior. Sin
embargo, en las muestras tratadas a presiones mayores (400 y 600 MPa), se vio una disminucion
progresiva a causa del tratamiento de altas presiones que podria deberse a la formacidn de
enlaces disulfuro y agregados entre proteinas. Sin embargo, Van der Plancken et al. (2005)
comprobaron que en clara de huevo sometida a altas presiones (desde 100 hasta 700 MP) los
grupos SH fueron altos hasta presiones de presiones de 500 MPa. A partir de los 500 MPa MPa
comenzaron a bajar el nimero de grupos SH, aunque seguia habiendo grupos SH que no habian
participado en la oxidacidn para formar puentes disulfuro.

En la proteina del boniato, las altas presiones (250, 400 y 550 MPa) afectaron a la estructura
secundaria y se desplegaron las cadenas de proteinas lo que llevé a la formacién de polimeros
de mayor peso conforme mayor era la presidén. Se demostré que la hidrofobicidad aumenté de
250 a 550 MPa en muestras con pH 3, 6 y 9 (Zhao et al., 2018). En la proteina de soja, tratada a
200 y 400 MPa, se produjo el despliegue de las globulinas, exponiendo los grupos hidréfobos y
dando lugar a la agregacion y pérdida de solubilidad. La hidrofobicidad y solubilidad de las
muestras tratadas estd relacionada con la concentracién de proteina de la muestra (Wang et al.,
2008). Los resultados de He et al. (2014) también demostraron que en soja tratada a presiones
desde 200 a 600 MPa la hidrofobicidad también aumenté lo que conllevé a una disminucién de
la solubilidad.

La ovoalbumina es una fosfoglucoproteina monomérica (peso molecular 45kDa) (Naderi et al.,
2017) rica en cisteina y metionina (lbarz et al., n.d.) que tiene cuatro grupos sulfhidrilo y un
enlace disulfuro enterrados en el interior de la proteina (Naderi et al., 2017). Es una proteina
globular cuya estructura tridimensional estd compuesta por un 41 % de la molécula helicoidal,
un 34 % ldmina B, un 12 % giros B y un 13 % de espirales aleatorias (Naderi et al., 2017). La alta
hidrofobicidad de la ovoalbimina nativa puede deberse a que es rica en metionina que es un
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aminodcido hidréfobo (Gonzélez, n.d.). Savadhooki et al. (2016) realizaron un estudio donde se
analizé ovoalbumina mediante colorimetria diferencial de barrido y espectroscopia infrarroja.
Se comprobd que en muestras sélidas al 80 % sometidas a altas presiones de 600 MPa durante
15 minutos, la conformacién de las proteinas se mantuvo. En cambio, en las muestras acuosas
sometidas al mismo tratamiento se vio un cambio irreversible y en muestras semisodlidas, las
proteinas estaban parcialmente alteradas. Con este estudio se concluyé que el cambio en la
estructura de las proteinas se debid al reordenamiento de enlaces sulfhidrilo y disulfuro
enterrados en el nucleo de la ovoalbumina. Galazka et al. (2000) comprobaron que a presiones
superiores a 400 MPa, la hidrofobicidad de la superficie de ovoalbimina habia aumentado.

5.1.2. Efecto de las altas presiones sobre las propiedades funcionales de las
proteinas

Efecto de las altas presiones sobre la capacidad de absorcion de agua y de aceite

La capacidad de absorcién de agua y de aceite son propiedades de las proteinas relacionadas
con su mayor o menor capacidad para interaccionar con cada uno de estos componentes. Esta
interaccion se debe a la exposicidn provocada por el despliegue de aminodacidos polares de las
proteinas que hacen que interaccionen mejor con el agua (Kurpiewska et al., 2019).

Debido a la alta hidrofobicidad de la ovoalbimina, la capacidad de retencién de agua es baja si
se conserva la estructura secundaria esto se debe a que los grupos polares se encuentran
enterrados en la proteina nativa, lo que les impide interaccionar con el agua (Savadkoohi et al.,
2016).

Capacidad espumante y estabilidad de la espuma

La capacidad espumante es la aptitud de algunos alimentos para formar espumas. Esta
propiedad estd relacionada con el cambio de la estructura terciaria de la proteina por efecto de
las altas presiones (Li et al., 2011) y depende la proteina que se utilice.

Li et al. (2011) comprobd que, en proteinas de aislado de soja sometidas a altas presiones con
tratamientos de 200-300 MPa durante 5 y 15 minutos, la capacidad espumante aumenté, pero,
sin embargo, en tratamientos a mayor presidon (400 y 500 MPa), disminuyd. Las mismas
conclusiones se obtuvieron en un estudio con proteina de guisante donde se trataron a
presiones de 200, 400 y 600 MPa. A mayor presién y concentracion de proteina, los impactos
fueron negativos en la formacién de espumas (Chao et al., 2018).

Sin embargo, en un estudio donde se compararon las propiedades funcionales del huevo
sometido a tratamientos térmicos y con altas presiones, se comprobd que las altas presiones
(700 MPa) daban lugar a claras de huevo con mejores propiedades espumantes (Naderi et al.,
2017).

indice de solubilidad

La solubilidad es la capacidad de una sustancia para formar mezclas homogéneas en un liquido.
Al igual que en otras propiedades, la solubilidad de una proteina depende del tipo que sea, la
concentracidn, el tratamiento que se le aplique, el pH, adicion del calcio (Queirds et al., 2018)...

Wang et al. (2008) demostraron que las altas presiones incrementan gradualmente la solubilidad
en la proteina de soja entre las presiones de 200 a 600 MPa (Wang et al., 2008). Ademas, el pH
afectd a la solubilidad de las proteinas de soja tratadas que fue mas alta en muestras con pH 6,8
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gue a pH 3 en tratamientos entre 200 y 500 MPa durante 15 minutos. Esto se debe a que las
proteinas estdn mas cerca del punto isoeléctrico (Li et al., 2011). La adicién de calcio disminuyd
la solubilidad de una bebida de melocotdn con proteinas de soja y desestabilizé la bebida, pero
al someterlas al tratamiento de altas presiones vy sin calcio (600 MPa durante 15 minutos), la
bebida fue mas soluble y se estabilizé (Manassero et al., 2019).

En un estudio realizado sobre la clara de huevo, se comprobd que presiones entre 250 y 400
MPa llevan a la pérdida de solubilidad de las proteinas por la formacién de agregados (Naderi et
al., 2017).

Actividad emulsionante y estabilidad de la emulsién

Es la propiedad que tienen algunas proteinas para formar y estabilizar emulsiones (dispersiones
de un liquido en otro no miscible con él). Las proteinas con estructura abierta (efecto de las altas
presiones) ayudan a formar y estabilizar emulsiones porque interaccionan los grupos
hidrofdbicos expuestos con las gotas de aceite, que también son hidréfobas (Chao et al., 2018).

La aplicacién de las altas presiones sobre muestras de proteina de soja, disminuyd la capacidad
emulsionante en las muestras conforme aumento la presion del tratamiento (desde 200 hasta
500 MPa) (Li et al., 2011). En un estudio sobre la proteina de guisante se comprobéd que el pH
esta muy relacionado con la capacidad emulsionante. Se mejoré la formacién y estabilidad de
las emulsiones con muestras a pH 3 (el tamafio de gota de la emulsién fue mas pequefio y por
ello mas estable) tratadas a 600 MPa (Chao et al., 2018).

Un estudio donde se analizé la eficiencia y estabilidad de la emulsidon de ovoalbimina sometida
a presiones entre 200 y 800 MPa, estas propiedades fueron similares con el tratamiento de 200
y 400 MPa. Con el tratamiento con el de 600 MPa mejoraron y en el de 800 MPa volvieron a
disminuir (Galazka et al., 2000).

Gelificacion

Es la capacidad para formar geles que se debe al establecimiento de una red tridimensional de
proteinas debido al despliegue parcial de las proteinas globulares. Las altas presiones producen
un despliegue en la estructura de las proteinas y por ello, se forman geles en muestras de
proteinas tratadas a altas presiones (Queirds, Saraiva, & Lopes da Silva, 2017).

Se ha comprobado que en clara de huevo fresca tratada a 400 MPa no gelifica (Strohalm et al.,
2000), pero la ovoalbumina suele gelificar en tratamientos de 500-600 MPa dependiendo en
parte de las condiciones del tratamiento.

En geles formados con ovoalbimina (15% p/p) sometida a altas presiones se comprobé que las
interacciones hidrofdbicas son claves para la gelificacion de las proteinas ya que se producen
interacciones proteina-proteina. Los geles formados por calor tienen una estructura mas densa
que los geles formados por tratamientos de altas presiones pero ambos tuvieron una resistencia
mayor de lo esperada (Ngarize et al., 2005).
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5.2. Resultados experimentales
5.2.1. Caracterizacion de las muestras de ovoalbumina nativa

En la Tabla 2, se muestran los resultados obtenidos de las propiedades funcionales sobre la
ovoalbumina nativa.

Tabla 2. Propiedades funcionales de ovoalbumina nativa

Propiedades funcionales Ovoalbumina nativa

CAA (g de agua/g de proteina) 0,82+0,11
CAACc (g de aceite/g de proteina) 2,05+0,26
CE (%) 41,67 +6,38
EEs (%) 31,67 +8,39
ISA (%) 56,88 + 2,95

AE (m?%/g) 132,97 £ 5,05

EEm (min) 168,80 + 86,70

Capacidad de absorcidon de agua y de aceite

En la Tabla 2, se observa que la capacidad de absorcién de agua (CAA) fue de 0,82 + 0,11 g de
agua/g de proteina nativa. La capacidad de absorcidn de agua para ovoalbimina en general es
baja a comparacion de otras proteinas globulares por tratarse una proteina hidréfoba
(Savadkoohi et al., 2016).

La capacidad de absorcidn de aceite (CAAc) de proteina nativa fue de 2,05 * 0,26 g de aceite/g
de proteina (Tabla 2).

Capacidad espumante y estabilidad de la espuma

La capacidad espumante (CE) fue en la proteina nativa obtuvo unos valores medios de
41,67 £ 6,38 % como se puede comprobar en la Tabla 2. El huevo es un buen agente espumante.
Las fuerzas mecdnicas como el batido, producen la desnaturalizacidn de las proteinas donde
parte del aire queda entre las proteinas formando esta textura.

La estabilidad de la espuma (EEs) durante 30 minutos fue del 31,67 + 8,39 % (Tabla 2).
indice de solubilidad

La muestra nativa presentd valores de solubilidad de 56,88 + 2,95 % como se puede ver en la
Tabla 2. Esta propiedad estd relacionada con lo comentado en la CAA ya que al ser una proteina
muy hidréfoba la solubilidad también es baja.

Actividad emulsionante y estabilidad de la emulsién

También se muestra en la Tabla 2, |a actividad emulsionante (132,97 + 5,05 m?/g) y la estabilidad
de la emulsién (168,80 + 86,70 min) de la ovoalbumina nativa. La desnaturalizacién de la
proteina hace que los grupos hidréfobos se expongan y estos interaccionen con las gotas de
aceite de la emulsién. Contra mas pequefias son las gotas mas estable es la emulsion.
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Gelificacion

Enla Tabla 3, se muestran los resultados de la gelificacidn por calor a diferentes concentraciones
de ovoalbumina nativa.

Tabla 3. Efecto de la gelificacion sobre la gelificacion para ovoalbumina sin presurizar

8%
vV

Muestra 4%
Nativa XX

6 %
vV

Como se observa en la Tabla 3, tras el tratamiento con calor, ninguna de las dos repeticiones
gelificé al 4 %. Al 6 % si que gelificaron, por ello, el porcentaje de gelificacién estuvo entre el 4 y
el 6 %.

5.2.2. Efecto del tiempo de tratamiento sobre las propiedades funcionales de
muestras presurizadas a 400 MPa

Capacidad de absorcion de agua y de aceite

En la Tabla 4, se muestran los resultados obtenidos para la CAA y CAAc en muestras de
ovoalbumina para la muestra control y las tratadas a 400 MPa durante 5, 10 y 15 minutos.

Tabla 4. CAA y CAAc en muestras tratadas a 400 MPa durante 0, 5, 10 y 15 minutos

Tiempo (min) CAA (g agua/g proteina) | CAAc (g aceite /g proteina)
0 0,21+0,13A 6,39 + 0,06 AB
5 0,56 +0,01 B 7,48 £0,09 C
10 0,42 + 0,07 AB 6,64 + 0,25 B
15 0,39+ 0,20 AB 6,26 £ 0,04 A

Los valores representan la media (n=4) + la desviacion estandar. Letras mayusculas diferentes indican,
para cada propiedad, diferencias significativas (p < 0,05) entre los tiempos de tratamiento.

La CAA se vio afectada por el tratamiento de altas presiones. Se produjo un incremento
significativo con el tratamiento de 5 minutos respecto a la control, aunque se redujo conforme
aumento el tiempo de tratamiento (10 y 15 minutos) a 400 MPa, dicho factor no afectd
significativamente a las muestras tratadas. Esta tendencia descendente con el aumento de
tiempo de tratamiento se puede deber a que ha aumentado la cantidad de grupos hidréfobos
expuestos.

Como se observa en la Tabla 4, la CAAc aumentd significativamente con el tiempo de
tratamiento de 5 minutos mientras que para tiempos de tratamiento mayores (10 y 15 minutos)
disminuyd significativamente conforme aumenté el tiempo de tratamiento a 400 MPa.

Avila (2019) estudié las propiedades funcionales de la ovoalbimina tratada por altas presiones
a una concentracién de disolucién del 12 %. Avila (2019) comprobé que para la CAA hubo
diferencias significativas entre los diferentes tiempos de tratamiento y se vio una tendencia
ascendente conforme aumento el tiempo de tratamiento a 400 MPa desde los 2,57 hasta los 3
g agua/g de proteina. Sin embargo, en este estudio la tendencia fue descendente ademas de
haberse obtenidos valores menores (desde 0,56 hasta 0,39 g agua/ g de proteina). En la CAAc,
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Avila (2019) no observé diferencias significativas entre las muestras tratadas durante 5, 10 y 15
minutos. Sin embargo, con el aumento de tiempo de tratamiento se vio una tendencia
descendente desde los 3,41 hasta 3,07 g de aceite/g de proteina. En este estudio la tendencia
también fue descendente pero los valores obtenidos para la CAAc fueron el doble que los que
obtuvo Avila (2019). La concentracién afectd tanto a la CAA como a la CAAc, siendo mejor la CAA
con una concentracion al 12 %. Al contrario que la CAAc que tuvo resultados dptimos con una
concentracién al 6 %.

Capacidad espumante y estabilidad de la espuma

En la Tabla 5, se muestran los valores obtenidos para la CE y EEs de ovoalbumina control y
presurizada a 400 MPa durante 5, 10 y 15 minutos.

Tabla 5. CE y EEs en muestras tratadas a 400 MPa durante 0, 5, 10 y 15 minutos.

Tiempo (min) CE (%) EEs (%)
0 173,35+ 25,91 A 93,27 £27,32 A
5 170,00 + 28,02 A 56,67 £ 25,82 A
10 155,00 + 19,15 A 58,33+ 22,03 A
15 186,67 £ 28,28 A 60,00+12,17A

Los valores representan la media (n=4) + la desviacion estandar. Letras mayusculas diferentes indican,
para cada propiedad, diferencias significativas (p < 0,05) entre los tiempos de tratamiento.

En la CE no se observaron diferencias significativas, aunque tendié a disminuir entre el tiempo
de tratamiento de 5 a 10 minutos y aumenté en el de 15 minutos. Las muestras no tratadas por
presurizacion tuvieron una CE de 173,35 £ 25,91 %.

En la Tabla 5 se observa que, a pesar de no haber diferencias significativas entre las muestras,
la EEs aumentd conforme aumentod el tiempo de tratamiento. A pesar de este incremento, las
altas presiones no mejoraron la EEs ya que la muestra control obtuvo valores mayores (93,77
27,32 %).

En el estudio de Avila (2019) sobre la ovoalbiimina concentrada al 12 %, se vieron diferencias
significativas entre los tiempos de tratamiento a 400 MP en la CE. Los resultados mostraron que
hubo una tendencia descendente con el aumento de tiempo de tratamiento (desde 191,09 a
171,45 %). En este estudio se observa como disminuyé la CE (entre el tiempo de tratamiento de
5 y 10 minutos) y luego aumenté (en el tratamiento de 15 minutos). Aunque la EEs no tuvo
efectos significativos, se vio una tendencia ascendente desde un 84,70 a un 88,54 % (Avila,
2019), que fueron valores mas altos que los registrados en este estudio a pesar de que también
tendié a aumentar la EEs (desde 56,67 + 25,82 hasta 60,00 + 12,17 %). La CE fue similar en ambos
estudios, pero en el estudio de Avila (2019) la CE tuvo mejores resultados con el menor de los
tiempos de tratamiento (5 minutos) y la EEs también fue mejor en ese estudio. Se concluye que
con un mayor porcentaje de proteina la CE y la EEs mejoraron (Avila, 2019).

Estos resultados concuerdan con las conclusiones de Li et al. (2011) donde se comprobé que a
presiones altas (400-500 MPa) la capacidad espumante disminuyd.
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indice de solubilidad

En la Tabla 6, se muestran los resultados del indice de solubilidad (ISA) obtenidos para muestras
control y tratadas durante 5, 10 y 15 minutos a tratamientos de altas presiones (400 MPa).

Tabla 6. indice de solubilidad en muestras de proteina control y tratadas durante 5, 10 y 15 minutos por altas presiones
a 400 MPa

Tiempo (min) ISA (%)
Control 83,18+ 1,56 C
5 67,23 £ 8,58 A
10 70,01 £ 3,62 AB
15 80,12 £ 4,53 BC

Los valores representan la media (n=4) * la desviacién estandar. Letras mayusculas diferentes indican,
para cada propiedad, diferencias significativas (p < 0,05) entre los tiempos de tratamiento.

En la Tabla 6, se muestran los resultados obtenidos para el ISA donde se vieron diferencias
significativas con una tendencia ascendente conforme aumentd el tiempo de tratamiento a 400
MPa, pero sin embargo donde mayor ISA se detectd fue en la muestra control (83,18 + 1,56 %).
Las altas presiones redujeron la solubilidad.

En el estudio sobre la ovoalblmina al 12 %, los valores de ISA disminuyeron significativamente
desde 65,66 hasta 54,77 % conforme aumentd el tiempo de tratamiento (Avila, 2019). En este
estudio aumento el ISA conforme mas tiempo de tratamiento se aplicé a las muestras ademas
de tener mayores valores que en el estudio de Avila (2019). Por tanto, la concentracidn de
ovoalbumina afecté al ISA mejorando los resultados obtenidos para una concentracion menor
(6 %) respecto al estudio con una concentracion de proteina mayor (12 %).

Los resultados obtenidos para el ISA coinciden con el estudio de Naderi (2017) sobre la clara de
huevo. Se comprobd que las presiones entre 250 y 400 MPa disminuyeron la solubilidad de las
proteinas. En este estudio se comprobd que el ISA mas alto se detecté en la muestra sin
presurizar (83,18 + 1,56 %). Se puede concluir que el tratamiento de altas presiones (400 MPa)
no ha tenido beneficios sobre el ISA en ovoalbimina.

Actividad emulsionante y estabilidad de la emulsién

La Tabla 7, muestra la actividad emulsionante y la estabilidad de la emulsién para la muestra sin
presurizar y para los tiempos de 5, 10 y 15 minutos de ovoalbimina tratada a 400 MPa.

Tabla 7. Actividad emulsionante y estabilidad de la emulsion en muestras de proteina control y tratadas durante 5, 10
y 15 minutos por altas presiones a 400 MPa

Tiempo (min) AE (m?%/g) EEm (min)
Control 134,31 +6,59 A 85,71+21,55A
5 135,61 +9,96 A 68,21+17,77 A
10 142,28 + 4,48 A 55,32+ 11,84 A
15 147,63 +1,46 A 81,14 + 46,09 A

Los valores representan la media (n=4) * la desviacién estandar. Letras mayusculas diferentes indican,
para cada propiedad, diferencias significativas (p < 0,05) entre los tiempos de tratamiento.
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Aunque no se han encontrado diferencias significativas, los resultados de la Tabla 7 muestran
gue la aplicacién de los tratamientos de altas presiones aumentaron la AE con el aumento de
tiempo de tratamiento y redujeron la EEm de la proteina respecto hasta los 10 minutos y se
produjo un incremento de esta propiedad hasta los 15 minutos.

La aplicacién de las altas presiones en soluciones mas concentradas (12 %) tratadas a 400 MPa,
redujeron significativamente la AE desde 99,98 hasta 84,02 m?/g y la EEm desde 47,87 hasta
31,41 minutos con el aumento de tiempo de tratamiento (Avila, 2019). En la dispersién al 6 %,
no se observaron diferencias significativas para la AE ni para la EEm. La AE tuvo una tendencia
ascendente conforme aumentd el tiempo de tratamiento y la EEm disminuyé hasta el
tratamiento de 10 minutos y aumentd en el de 15 minutos. La EEm disminuyd en el estudio de
proteina concentrada al 12 % siendo los resultados la mitad que los de este estudio (al 6 %). La
concentracién de proteina tuvo mejoras para la AE y EEm ya que, con menor cantidad de
proteina, se obtuvieron mejores resultados.

Gelificacion

En la Tabla 8, se muestran los resultados obtenidos para la gelificacion de la muestra control y
las muestras tratadas a 400 MPa durante 5, 10 y 15 minutos.

Tabla 8. Gelificacion de la proteina a 4, 6 y 8 % de concentracion.

Muestra | Concentracion 4% 6 % 8%
Control XX v Vv

5 min XX v Vv

10 min XX vV vV

15 min XX VX vV

Como se observa en la Tabla 8, las muestras control, las tratadas durante 5 minutos y las tratadas
durante 10 minutos gelificaron entre el 4 y 6 % y las muestras tratada durante 15 minutos
gelificaron al 6 % de concentracidn.

La concentracién de ovoalbimina al 12 % del estudio de Avila (2019) también tuvo diferencias
respecto a este estudio. El punto de gelificacién por calor para la proteina al 12 % fue: del 6 %
para el tratamiento de 5 minutos, y entre el 4 y el 6 % para las muestras tratadas durante 10y
15 minutos (Avila, 2019). Por lo que se puede concluir que este estudio obtuvo mejores
resultados porque la cantidad de proteina necesaria para que gelifique la proteina por calor fue
menor (entre el 4 y el 6 %) que en el de Avila (2019).

La gelificacién no tuvo apenas diferencias respecto a la muestra control excepto la proteina
tratada 15 minutos que requirié un 6 % de proteina para gelificar por calor.
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6. Conclusiones

De la busqueda bibliografica de este Trabajo Fin de Grado se concluye que:

- Las altas presiones modifican la estructura cuaternaria de las proteinas con
presiones alrededor de los 150 MPa y la terciaria y secundaria con presiones
superiores a los 200 MPa dependiendo del tipo de proteina, las condiciones del
tratamiento y del medio.

- Los grupos sulfhidrilo (SH) y los enlaces disulfuro de las proteinas tienen un papel
importante en el mantenimiento de la estructura terciaria. El efecto de las altas
presiones sobre los grupos SH pueden modificar la estructura y favorecer a partir de
niveles altos la formacidn de puentes disulfuro y la agregacion.

- Llas altas presiones pueden exponer los grupos hidréfobos de los aminodcidos
aromaticos que en su forma nativa se encuentran enterrados en el interior de la
proteina.

- La capacidad de absorcidon de agua y aceite depende en gran medida de la
hidrofobicidad de la proteina y de las condiciones de las altas presiones.

- Los tratamientos a presiones mds bajas (200-300 MPa) pueden aumentar las
propiedades espumantes. Sin embargo, a presiones mas altas (400-500 MPa) y
tiempos prolongados las propiedades espumantes se reducen por la formacién de
agregados.

De los resultados experimentales de este Trabajo Fin de Grado se concluye que:

- Lasaltas presiones a 400 MPa durante tiempos de tratamiento de 5, 10 y 15 minutos
han tenido efectos significativos en algunas propiedades (la capacidad de absorcién
de agua y de aceite y la solubilidad) para ovoalbimina.

- La capacidad de absorcién de agua y de aceite tuvieron sus mejores resultados con
el tratamiento a 400 MPa durante 5 minutos.

- Porelcontrario, para el indice de solubilidad el tratamiento de 5 minutos a 400 MPa
que fue donde mas se redujo dicha propiedad.

- Parala capacidad espumante, estabilidad de la espuma, la actividad emulsionante y
la estabilidad de la emulsidn, las altas presiones no tuvieron efectos significativos.

- La gelificacidn con proteina tratada por altas presiones apenas tuvo diferencias
respecto a la proteina no presurizada.
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