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Resumen

Introduccion

Los subproductos vegetales son una fuente interesante de compuestos bioactivos
y fibra. Entre ellos, la Okara es un subproducto de la soja que se obtiene tras extraer la
fraccion soluble para la produccién de bebida de soja o tofu. El contenido en agua de la
Okara es muy alto, del 80 %, lo que hace que se deteriore rapidamente y debido a la
forma de produccion, es muy rica en fibra insoluble, (FI) (50 %). La Okara es
fermentable por bacterias beneficiosas, como Bifidobacterium, produciendo &cidos
grasos de cadena corta (AGCC), por lo que se considera un potencial prebiotico.
Ademaés, la Okara tiene una serie de beneficios para la salud, como el aumento de la
absorcion mineral, la mejora de la salud gastrointestinal, el fomento de la pérdida de
peso o la disminucion de los lipidos plasmaticos. A pesar de ello, la Okara es pobre en
fibra soluble (FS) (5 %), que es la que mayor efecto prebidtico tiene, en especial los
oligosacéridos. La Okara podria ser utilizada como un ingrediente rico en fibra, pero se
necesita un tratamiento previo que evite su putrefaccién y aumente la FS. La aplicacion
de altas presiones hidrostaticas (APH) es un método novedoso que permite la
conservacion de los alimentos, sin afectar a las caracteristicas sensoriales y provocando

un aumento del contenido de fibra soluble.
Objetivos

Tratamiento de la Okara de soja por APH en combinacion con enzimas
especificas de grado alimentario (Ultraflo® L y Viscozyme® L) para mejorar su valor

nutricional y efecto prebidtico potencial estudiado in vitro e in vivo.

Para ello se necesita desarrollar y validar un método rapido y eficaz para detectar
los carbohidratos solubles mediante cromatografia liquida de alta eficacia asociado a un
detector evaporativo de luz difusa (HPLC-ELSD) y optimizar el tratamiento de APH
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Resumen

con enzimas de grado alimentario, Ultraflo® L y Viscozyme® L, minimizando los costes

del proceso.
Resultados

Capitulo 1: Desarrollo y validacién de un método cromatogréafico (HPLC -
ELSD) que permita monitorizar la liberacion de fibra soluble de la Okara cuando se

emplea un tratamiento con APH y enzimas hidroliticas.

Los parametros Optimos del detector segun la metodologia de superficies de
respuesta (MSR) fueron: temperatura del evaporador, 89 °C, la del nebulizador, 78 °C y
el caudal de nitrégeno (gas portador), 1,1 L min™ (SLM). La mejor fase mévil volatil ha
resultado ser el acetato de amonio al 0,01 mol L™. Se ha obtenido una buena linealidad
(R? > 0,998), asi como buena sensibilidad y bajos limites de deteccién y cuantificacion.
La calibracién logaritmica obtenida sirve para cuantificar e identificar carbohidratos de

un rango amplio de pesos moleculares.

Capitulo 2: Tratamiento de la Okara con altas presiones hidrostaticas y enzimas
especificas para solubilizar la fibra: optimizacion del tratamiento y efectos

potencialmente funcionales.

Las condiciones del tratamiento han sido optimizadas para minimizar su coste.
Una proporcién 1:40 enzima / Okara (v/m) ha sido capaz de hidrolizar la Okara a pH 7,
37 °C y presion atmosférica. Las enzimas utilizadas, Ultraflo® L y Viscozyme® L,
incrementaron su actividad cuando se sometieron a APH, existiendo una sinergia entre
los tratamientos. El tratamiento més efectivo para liberar carbohidratos de la Okara ha
resultado ser el de 600 MPa, 30 min, 1:40 Ultraflo® L / Okara, consiguiendo un

aumento de carbohidratos solubles del doble de los valores iniciales y un descenso en su
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peso molecular, medido con el método HPLC-ELSD desarrollado previamente. Este
tratamiento podria ser utilizado industrialmente para producir un ingrediente de Okara

con capacidades nutricionales mejoradas.

Capitulo 3: Estudio de los efectos beneficiosos en la salud, en especial del efecto
prebidtico, de la Okara tratada con altas presiones hidrostaticas y enzimas hidroliticas

mediante modelos experimentales in vitro e in vivo.

La Okara tratada con APH y Ultraflo® L ha demostrado tener unas capacidades
prebidticas potenciales mayores que la Okara nativa, en términos de mayor crecimiento
de bacterias beneficiosas (Bifidobacterium y Lactobacillus), mayor inhibicion de
bacterias potencialmente perjudiciales y mayor produccién de AGCC, obtenidas en un
experimento in vitro. El tratamiento con APH y Ultraflo® L de la Okara ha mejorado
sus propiedades funcionales. En un experimento con ratas que siguen una dieta grasa, se
observo que la Okara tratada consigue frenar la ganancia en peso, reducir los niveles de
triglicéridos en plasma, aumentar la absorcion mineral y aumentar la produccion de
AGCC. Ademas, la Okara tratada con APH y Ultraflo® L ha demostrado poseer un
efecto protector de la microbiota frente a los cambios perjudiciales causados por una

dieta rica en grasa.
Conclusiones

En resumen, el tratamiento optimizado con APH y enzimas alimentarias
consigue aumentar la fibra soluble de la Okara, siendo facilmente adaptable a nivel
industrial. Esto mejora la funcionalidad y capacidades prebidticas de la Okara, que
ademas, frena la ganancia en peso y mejora la salud cardiovascular en ratas. La Okara

tratada podria utilizarse como un nuevo ingrediente funcional en alimentos procesados.
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Abstract

Introduction

By-products are an interesting source of bioactive compounds and dietary fibre.
Among them, Okara is a soybean by-product, obtained after extracting the soluble
fraction for soymilk or tofu production. It has a high moisture content (80 %), making it
easily decomposed and is rich in insoluble dietary fibre, IDF (50 %). Okara can be
fermented by beneficial bacteria like Bifidobacterium, producing short chain fatty acids
(SCFA), and consequently, it is considered a potential prebiotic. However, Okara has
low soluble dietary fibre (SDF) content (5 %), which is mainly responsible for the
prebiotic effect, particularly the oligosaccharides. Okara has some added beneficial
effects, like the increase in mineral absorption, improvement of gastrointestinal health, a
weight-loss effect and the reduction of blood lipids. It could be used as a high-fibre
ingredient, but a previous treatment is needed to avoid putrefaction and increase SDF.
High Hydrostatic Pressure (HHP) is a novel treatment for food conservation which does

not affect the organoleptic attributes of the products and could increase SDF content.
Aims

To treat Okara by HHP combined with food-grade enzymes (Ultraflo® L and
Viscozyme® L) in order to improve its nutritional value and potential prebiotic effect

using in vitro and in vivo experiments.

For this purpose, a new and fast HPLC-ELSD method (high performance liquid
chromatography - evaporative light scattering detector) for the detection of soluble
carbohydrates needs to be developed and calibrated. Also, the treatment with HHP and
enzymes (Ultraflo® L y Viscozyme® L) needs to be optimized to reduce the industrial

cost of the process.

33



Abstract

Results

Chapter 1: Development and validation of a new HPLC-ELSD method to
monitor the release of soluble fibre from Okara treated with HHP and hydrolytic

enzymes.

According to the response surface methodology (RSM), optimal parameters for
the ELSD were: 89 °C evaporator temperature, 78 °C nebulizer temperature and 1.1
standard litres per minute nitrogen flow rate. The best mobile phase was ammonium
acetate, 0.01 mol L. A good linearity (R* > 0.998) and sensitivity were obtained, and
detection and quantification limits were low. The logarithmic calibration curves allowed
the quantification and identification of carbohydrates with a wide range of molecular

weight.

Chapter 2: Treatment of Okara by high hydrostatic pressure and specific
enzymes to improve the solubility of the dietary fibre: treatment optimization and

potentially functional effects.

Treatment conditions were optimized to minimize the cost of the process. Thus,
a 1:40 enzyme/Okara (v/w) ratio could hydrolyse Okara under simple conditions (pH 7,
37 °C and atmospheric pressure). The enzymes Ultraflo® L and Viscozyme® L increased
their activity when they were under HHP, so a synergy between treatments was
observed. 600 MPa, for 30 min and 1:40 Ultraflo® L / Okara was the most effective
treatment to release carbohydrates from Okara. In these conditions, concentration of
soluble carbohydrates was twice higher than initial values, with smaller molecular
weight, as measured by the previously optimized HPLC-ELSD method. This suggested
treatment could be industrially implemented to produce an Okara ingredient with an
improved nutritional value.
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Chapter 3: Analysis of the beneficial health and prebiotic effects of the HHP and

enzymes treated Okara by in vitro and in vivo experiments.

Okara treated by HHP and Ultraflo® L had a higher potential prebiotic effect
than non-treated Okara, as it promoted the growth of beneficial bacteria
(Bifidobacterium and Lactobacillus), inhibited potentially harmful bacteria and
produced more SCFA in an in vitro experiment. Therefore, HHP combined with
Ultraflo® L treatment of Okara improved its functionality. In rats fed a high fat diet,
treated Okara was able to reduce weight gain and triglyceride levels in the blood, as
well as to increase mineral absorption and improve prebiotic status, as it promoted the
production of SCFA. Moreover, Okara had a protective effect preventing the deleterious

changes in the microbiota caused by a high-fat diet.
Conclusions

Development and validation of a new HPLC-ELSD method to monitor the

release of soluble fibre from Okara treated with HHP and hydrolytic enzymes.

1. An ELSD detector can analyse carbohydrates with a wide range of molecular
weights (0.15 - 500 kDa), achieving a good sensitivity and precision.

2. The HPLC-ELSD method identifies and quantifies the carbohydrates from
Okara and detects changes when the HHP and enzymatic treatment is
applied. This method is more sensitive and faster than the official AOAC

method for dietary fibre determination.

Treatment of Okara by high hydrostatic pressure and specific enzymes to
improve the solubility of the dietary fibre: treatment optimization and potentially

functional effects.
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1. Food-grade enzymes Ultraflo® L and Viscozyme® L applied in low
concentration and conditions for an easy industrial application are able to
release soluble carbohydrates from Okara.

2. Simultaneous treatment of Okara with HHP and enzymes (600 MPa, 1:40
enzyme/Okara and 30 min) results in a 2-times higher content of soluble
carbohydrates with smaller MW than in the native Okara, which improves its
functionality. There is a synergy between the treatments, as the activity of
Ultraflo® L and Viscozyme® L is higher under HHP; particularly, Ultraflo®

L.

Analysis of the beneficial health and prebiotic effects of HHP and enzyme

treated Okara by in vitro and in vivo experiments.

1. The increase in soluble dietary fibre after HHP and Ultraflo® L treatment
enhances the potential prebiotic effect of Okara, as it promotes the growth of
beneficial bacteria, Bifidobacterium and Lactobacillus, inhibits potentially
harmful bacteria and produces more SCFA than native Okara in vitro.

2. The supplementation with 20 % Okara treated by HHP and Ultraflo® L to
rats fed a high-fat diet has weight-loss capacities, decreases blood
triglycerides and has a beneficial effect on amino acids metabolism.

3. A prebiotic effect of Okara treated by HHP and Ultraflo® L has been
observed, as it increases calcium and magnesium absorption, stimulates the
production of SFCA and protects the microbiota against the deleterious

changes caused by a high-fat diet.

General conclusion
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Abstract
In summary, the optimized HHP and enzymatic treatment increases the soluble
dietary fibre of Okara, and it has an easy industrial adaptability. This treatment
enhances the prebiotic effect of Okara, which also has beneficial weight-loss and
cardiovascular protective effects in rats. Treated Okara could be used as a novel health-

promoting and functional ingredient for processed foods.
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Introduccion

1. Subproductos agroalimentarios

1.1. Pérdiday desperdicio de alimentos

En un mundo donde 795 millones de personas (10,9 % del total) padecen
desnutricion (1), el desperdicio de alimentos se ha convertido en un problema tanto a

nivel econdmico como ambiental, sin olvidarnos de su contradiccion moral.

La pérdida de alimentos se refiere a la disminucion de la masa comestible en
cualquier parte de la cadena de suministro de alimentos para el consumo humano. En el
caso de los productos vegetales, esto puede suceder a distintos niveles: en la produccion

(cosecha); en la post-cosecha; en el almacenamiento y distribucion; en el tratamiento, en

el que se incluyen fallos en la cadena de procesado, descarte de alimentos que no son
adecuados y pérdidas debidas a la misma técnica de procesado; asi como en la
distribucion y en el consumo (2, 3). Algunos autores también distinguen entre residuos,
pérdidas de alimentos y generacion de subproductos o coproductos (con escaso o0 nulo
valor comercial) (4), mientras que otros, en cambio, hacen énfasis en la inclusién de los
subproductos en la categoria de desperdicio alimentario (5). Esta falta de consenso hace
que sea necesario que se unifiquen los criterios sobre lo que se considera la pérdida de
alimentos y poder tener unas estadisticas fiables que permitan tomar medidas (6). De
hecho, la mayoria de los informes se centran en el desperdicio que sucede en los

supermercados, hosteleria y hogares, y no en la cadena de produccién (3).

Se considera que un tercio de los alimentos comestibles se pierden, lo que
supone 1.300 millones de toneladas al afio en el mundo (2) y 88 millones en Europa en

2011 (7). Segln datos de 2012, el desperdicio de alimentos se produce en los hogares
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(53 %), seguido del procesamiento (19 %) y de la produccion (11 %) (7, 8). Ademas de

la generacion de desperdicios, con su consiguiente produccion de metano, hay que
considerar que al producirlos se han empleado recursos (tierra, agua, energia) y se han
producido emisiones de CO, (2, 3, 6), por lo que el gasto energético es alin mayor y

hace que tomar medidas para frenar este desperdicio sea muy necesario.

1.1.1. Politica contra el desperdicio

Se estima que el desperdicio de alimentos se incrementara en el futuro, llegando
a las 126 millones de toneladas en 2020 en Europa, lo que resultaria en un aumento del

40 % en las emisiones de CO, (6) si no se toman medidas de prevencion. Esto estard

causado por un aumento de la poblacién y por cambios socioeconémicos, como una

mayor oferta de alimentos o0 un mayor nimero de hogares unipersonales.

Las medidas para frenar el desperdicio de alimentos se centran en la prevencion
de la generacion de residuos, su reutilizacidn, recuperacion y reciclaje. En los residuos
restantes, se propone la recuperacion de la energia, mediante produccion de
biocombustibles, compost o calor mediante su incineracién, siendo la dltima opcion, la
retirada en los vertederos. Esto se resume en la piramide jerarquica que ha adoptado la
Union Europea (UE) (prevencion, reutilizacion, reciclaje, recuperacion de la energia y
vertido), aunque recientemente se ha sugerido adoptar un circulo de medidas
interrelacionadas (6, 9). El objetivo de todas las politicas adoptadas es reducir el
desperdicio de alimentos hasta llegar a una sociedad con “desperdicio cero”, donde los
subproductos de unas empresas sirvan como materias primas para otras, estableciéndose
una simbiosis industrial (10-12). Esto se ha denominado economia circular o ecologia

industrial, y considera al sistema industrial como un ecosistema cerrado, que da lugar a
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una economia sostenible y sin desperdicios (10). La Unién Europea, dentro de sus
politicas de sostenibilidad, ha establecido una serie de medidas y metas para ajustarse a

este modelo de economia circular en 2030 (13).

1.1.2. ¢Residuo o subproducto?

Como se ha mencionado, en la mayoria de informes no se diferencia entre los
subproductos y los residuos alimentarios. Sin embargo, segun la ley 22/2011 de 28 de

julio de residuos y suelos contaminados, un subproducto se define como:

“Subproducto: Una sustancia u objeto, resultante de un proceso de produccion,

’

cuya finalidad primaria no sea la produccion de esa sustancia u objeto.’

Por lo tanto, para que un subproducto no se considere residuo, es necesario que
sea utilizado en un proceso posterior, ya sea directamente o después de un proceso de

transformacion o valorizacion (14). Este término se podria definir como:

“Valorizacion: cualquier operacion cuyo resultado principal sea que el residuo
sirva a una finalidad datil al sustituir a otros materiales, que de otro modo se habrian

1

utilizado para cumplir una funcion particular.’

De esta forma, un mismo residuo alimentario puede ser considerado como
subproducto o desperdicio segin vaya a ser utilizado con posterioridad o no.
Actualmente, desde la UE se estad poniendo mucho interés en estos temas, de hecho el
séptimo programa general de accién de la UE en medioambiente hasta 2020 (Horizonte

2020) se llama “Vivir bien, respetando los limites de nuestro planeta” (6, 9, 10).
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1.2. Usos y revalorizacion de subproductos

Los subproductos se pueden reutilizar para dar lugar a nuevos productos o para
extraer compuestos funcionales o nutricionalmente interesantes. Aunque existen
subproductos animales, como el suero de la leche, de donde se extraen proteinas y
lactosa, hay un mayor interés en recuperar y reutilizar los de origen vegetal, debido a su
mayor contenido en compuestos funcionales. Ademas, se genera mas cantidad de
subproductos vegetales y al desecharlos, pueden provocar un mayor impacto ambiental
(15, 16). Se mencionan a continuacién algunos usos que se puede dar a los

subproductos vegetales.

Alimentacién animal

Utilizar subproductos vegetales como pienso para el ganado es beneficioso
desde el punto de vista econdmico, ya que normalmente se trata de productos muy
baratos, que solo necesitan un tratamiento previo simple. Ademas, suelen contener
carbohidratos fermentables, aztcar y algunos, como los derivados de soja, tienen un alto
contenido en proteina. El problema que suelen presentar los subproductos es la alta
prevalencia de antinutrientes, como inhibidores de proteasas, &cido fitico o
hemaglutininas, aunque existen técnicas para minimizar su efecto. Asimismo, los

rumiantes toleran bien estos compuestos, por lo que se podrian usar para ellos (17).

Produccion de bioenergia

Los residuos o subproductos se pueden utilizar para producir energias

alternativas a las fosiles. Los residuos vegetales se podrian usar sin que exista un

44



Introduccién
problema de competicion entre los cultivos para su uso en biorrefinerias y en
alimentacion. Los subproductos pueden ser la materia prima para la produccién de
biocombustibles (mediante transesterificacion), bioalcohol (mediante fermentacion),
biogas (mediante fermentacion anaerdbica) o pueden ser quemados para producir

energia en forma de calor (4, 10).

Produccion de biomateriales

También se pueden usar los subproductos para fabricar biopolimeros que
reemplacen a los plasticos. Estos nuevos materiales serian mas facilmente degradables,

por lo que tendrian un impacto medioambiental positivo (4, 10).

Recuperacion de compuestos funcionales

Los subproductos vegetales pueden ser una fuente de compuestos saludables.

Muchos de ellos son ricos en fibra alimentaria, que puede ser soluble o insoluble,

ademas de polifenoles o vitaminas. Se han estudiado subproductos de frutas, como las
pieles de naranja, pomelo, lima, pulpa de manzana (subproducto de la produccion de
sidra), cascaras de mango y pifia. Los subproductos de esparragos, tomates y alcachofas
son fuentes de pectinas, fibra, licopeno, flavonoides, etc. Los subproductos de cereales,
por otra parte, son una buena fuente de fibra. Los salvados de arroz y de trigo, asi como
los subproductos de la cebada y la avena han mostrado un efecto beneficioso para la

salud intestinal (10, 11, 15, 18, 19).
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1.2.1. Tecnologias para revalorizar subproductos

Los subproductos suelen necesitar un tratamiento previo a su utilizacion que los
valorice. Estos tratamientos permiten, bien reutilizar el subproducto completo como
ingrediente o extraer compuestos funcionales entre los que se incluyen los prebi6ticos y

antioxidantes. En general, se distinguen tratamientos quimicos, enzimaticos y fisicos.

1.2.1.1. Tratamientos enzimaticos

Tradicionalmente, se han empleado tratamientos enziméaticos para obtener
oligosacaridos con potencial efecto prebidtico a partir de los subproductos vegetales

(20-22). Ademas, otro efecto interesante es que permiten convertir la fibra insoluble en

soluble, que tiene unos efectos méas beneficiosos sobre la salud como se explica en el
apartado 2 de esta introduccion (23-25). Entre las enzimas que se utilizan, las

pectinasas, celulasas 0 hemicelulasas, pueden hidrolizar la pared celular vegetal de los

subproductos y permitir la liberacion de polisacaridos u oligosacéridos, asi como de
otros compuestos interesantes como pigmentos o antioxidantes (26, 27). Concretamente,
el tratamiento enzimatico se ha utilizado para producir xilooligosacaridos a partir de
subproductos de fruta (20), mananos de bajo peso molecular (PM) procedentes de café
(28) y pectinas de bajo PM provenientes de bergamota (11, 29, 30). Otros autores han
utilizado celulasas de caracol para obtener un producto rico en fibra soluble (FS) a partir
de pulpa de zanahoria (31) y celulasas para obtener oligosacaridos a partir de salvado de
arroz (32). Los métodos que utilizan enzimas tienen la ventaja de ser rapidos y de no
necesitar grandes volumenes de disolventes, por lo que son considerados métodos
ecologicos. Por otra parte, las enzimas suelen ser caras, lo que aumentaria el coste de los

procesos industriales que impliquen un gran volumen de sustrato. Ademas, este
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escalado industrial puede resultar complicado. Al mismo tiempo, las enzimas
disponibles no son capaces de hidrolizar completamente las paredes celulares vegetales,
limitando los resultados si se utilizan solamente enzimas en el tratamiento de los
subproductos (26, 33). Por ello, estos substratos podrian tratarse mediante procesos

combinados de enzimas y tratamientos quimicos o fisicos (21).

1.2.1.2.  Tratamientos quimicos

Los tratamientos quimicos son faciles de aplicar en subproductos, por lo que son
ampliamente utilizados (26, 34). Por ejemplo, la acetona mezclada con agua se ha usado
para extraer antioxidantes (35) y los disolventes organicos para extraer compuestos
lipofilicos y fenoles (26, 36). La obtencion de xilooligosacaridos a partir de
subproductos de arroz también es més efectiva si previamente se tratan con acetato de
etilo (37). Ademas, los fragmentos de pectinas obtenidos de los citricos tras

tratamientos quimicos y enzimaticos tienen efectos en la prevencion del cancer (38).

1.2.1.3. Tratamientos fisicos

En el caso de la reutilizacién del subproducto completo, se suelen emplear

tratamientos térmicos, ya que se pretende prolongar su vida atil. Entre los tratamientos

térmicos mas utilizados estan la pasteurizacion, la esterilizacion, el secado o la
congelaciéon (15, 39-41). A pesar de ser ampliamente utilizados, estos tratamientos

causan cambios no deseables en el contenido nutricional del producto final, como la

degradacion de vitaminas termolabiles y en las caracteristicas sensoriales, como
cambios de sabor, color y textura. El resultado es un producto que no tiene apariencia de

fresco y puede ser rechazado por los consumidores (42). Otros tratamientos fisicos,
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como la radiacién ultravioleta, los ultrasonidos y las altas presiones hidrostaticas (APH)

permiten la conservacion de alimentos y no requieren aplicacion de calor (43). Por
ejemplo, la radiacion ultravioleta aplicada a zumos de frutas inactiva los
microorganismos, pero puede conllevar cambios no deseables, como el deterioro de la

calidad nutricional y antioxidante del producto (44, 45).

Otras tecnologias permiten la extraccion de compuestos interesantes a partir de
subproductos, como los pulsos eléctricos de alta intensidad, microondas, ultrasonidos,
luz ultravioleta, fluidos supercriticos y APH (27, 46-48). Por ejemplo, los pulsos
eléctricos, que generan poros en las membranas celulares, se han empleado para mejorar
la extraccion de aceites vegetales, incluido el de oliva y soja, asi como para extraer
polifenoles de subproductos de aceitunas (41). Asimismo, la tecnologia microondas ha
sido utilizada para la extracciéon de polisacaridos solubles de cerezas y kiwis, mientras
que los ultrasonidos se han empleado en combinacioén con las APH para recuperar
compuestos fenolicos a partir de orujos de uva y aceitunas (26, 49, 50). La aplicacion de
los fluidos supercriticos, que consiste en aplicar a una sustancia altas presiones y
temperatura hasta que se comporta como un hibrido entre liquido y gas, también se ha
utilizado en la extraccion de compuestos bioactivos, como licopeno a partir de
subproductos de tomate (45, 51). También ha aumentado el interés por los procesos
autohidroliticos, en los que se tratan los sustratos con altas temperaturas y presion para
producir oligosacaridos a partir de polisacaridos. Estd técnica se ha utilizado para
obtener oligosacaridos (mananos) a partir de madera de pino, xilooligosacaridos a partir
de racimos de palma y oligosacéaridos de la cascara de arroz (37, 52, 53). No obstante,
esta técnica sigue utilizando temperaturas altas, que como se ha indicado, tienen
consecuencias indeseables. La micronizacion es otro tratamiento fisico con el que se

consigue disminuir el tamafio de las particulas del sustrato, mejorando las capacidades
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fisico-quimicas (como capacidad de hinchamiento y la retencion de agua), asi como las
capacidades hipoglicémicas de las fibras insolubles, al aumentar la superficie del
sustrato por unidad de masa (54-56). Por ejemplo, en zanahoria micronizada se han
visto efectos positivos en los parametros fisico-quimicos de la fibra (55, 57). Algunas de
las técnicas sirven tanto para conservar alimentos como para extraer compuestos, como
las APH, por lo que son muy interesantes para la revalorizacion de subproductos (27,

48, 58-61).

Altas presiones hidrostaticas

La aplicacion de las altas presiones a la industria alimentaria comenzo a partir de
la adaptacion de un proceso similar usado en la industria cerdmica. La técnica se basa en
someter al alimento a presiones de entre 100 a 900 MPa (la presion atmosférica es de

0,1 MPa), aunque lo normal es utilizar 400 — 700 MPa. Para ello, el producto a tratar se

coloca en una cdmara en la que un liquido transmisor, que normalmente es agua, se
comprime. La temperatura no varia y la presion se ejerce en todas las direcciones. Por
ello, el tratamiento es efectivo sea cual sea el tamafio y forma del alimento (62-64). Las

altas presiones hidrostaticas no afectan a las caracteristicas nutricionales ni sensoriales

del alimento, pero inactivan patdgenos y enzimas que causan la degradaciéon de los
productos (63). Esta es la gran ventaja de las APH frente a otros métodos de

conservacién, ademas de ser una técnica respetuosa con el medioambiente.

Los primeros alimentos tratados con APH para prolongar la vida util que se
introdujeron en el mercado fueron gelatinas y salsas en Japdn en 1990. Més tarde, se
aplicaron las altas presiones a frutas, zumos, calamares, guacamole, ostras y carne (65).

La principal desventaja de las altas presiones es la alta inversion inicial, ya que la
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maquinaria industrial puede costar entre 0,5 y 4 millones de euros (59). No obstante, el
coste descendera con el aumento de la demanda y la mejora de los equipos. Una vez
superada esta inversion inicial, el coste energético del proceso es mas bajo que el
procesado térmico de los alimentos, ya que cuando se alcanza la presion necesaria en el
equipo, ésta se mantiene sin necesidad de nuevos aportes de energia (45, 64, 66). El
coste de aplicar las altas presiones a los alimentos es de 7 a 46 céntimos de euro por
kilo, dependiendo de los parametros aplicados (65, 67). Por ello, a largo plazo las APH
pueden resultar méas econémicas que los procesados tradicionales. Ademas, no hay que
olvidar el mayor valor afiadido de los productos tratados con APH gracias a que las
caracteristicas sensoriales permanecen similares al producto fresco y esto permite

obtener una ganancia superior a la de los alimentos tratados térmicamente (59).

La tecnologia APH inactiva la poblacién microbiana gracias a los dafios que
ocasiona en las células, pero mantiene intactos los compuestos de menor tamafio como
las vitaminas o aminoacidos (43). Esto sucede porque no rompe los enlaces covalentes,
lo que ocurre con el tratamiento térmico, sino los enlaces i6nicos, puentes de hidrogeno
e interacciones hidrofébicas, manteniendo intactas las estructuras primarias de proteinas
y acidos grasos (43, 64). La pared celular de los microorganismos es susceptible de
sufrir dafios con las APH, siendo las bacterias Gram + mas resistentes que las Gram -
(68), debido probablemente a la accion protectora de los peptidoglicanos de la pared
celular de las Gram +, ya que la accion de las APH se centra en la membrana celular,
causando poros que hacen que el citoplasma salga de la célula. Ademas, los
microorganismos resistentes a la presién tienen mas insaturaciones en su membrana
(64). Por otra parte, se ha comprobado que las esporas, en especial endoesporas de
Clostridium botulinum y C. perfringens son resistentes a las altas presiones, aungue

cuando las APH se aplican en forma de ciclos intermitentes, se pueden inactivar, ya que
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se promueve la germinacion de las esporas en los primeros ciclos, eliminandose las
bacterias en los siguientes (69, 70). El tratamiento mediante APH también es capaz de
inactivar a los virus, aunque algunos son resistentes, como el virus de la Hepatitis A,

que requiere presiones superiores a 400 MPa durante 5 minutos para inactivarse (71).

Cuando las enzimas se someten a APH, se pueden obtener diferentes resultados,
dependiendo de la enzima, el sustrato, la presion y el tiempo de procesado.
Normalmente, las enzimas se inactivan mediante las APH, como las pectinesterasas, que
tienen efectos negativos en los zumos de naranja (72). No obstante, algunas enzimas
mejoran su actividad, como las polifenoloxidasas, que causan pardeamiento y tienen
que ser inactivadas mediante un pretratamiento térmico e incrementando la presion (73).
Las hidrolasas, como las a-y B-amilasas, también incrementan su actividad a 400 - 600
MPa, aunque se inactivan cuando se somenten a mas de 600 MPa durante 20 min. Las
B-glucanasas se estabilizan gracias a las altas presiones, evitdndose su inactivacion
posterior por altas temperaturas (63, 74). Se ha sugerido que este aumento de la
actividad enzimatica es causada por un cambio conformacional del centro activo de la
enzima (62, 75, 76). La presion también podria alterar el mecanismo de accion
enzimatico, por ejemplo, cambiando la etapa limitante de la reaccién o modificando el
sustrato de forma que sean accesibles nuevos puntos de corte (67, 73, 77, 78). No

obstante, no existe mucha bibliografia sobre este aspecto.

Cuando se usan las APH como método de extraccion, se acortan los tiempos de
tratamiento y se mejora la eficiencia del proceso (48). Esta tecnologia se ha usado para
extraer licopeno de un subproducto de tomate (79), catequinas de té verde (80) o

antocianinas de piel de uva (61). Ademas, la tecnologia APH estd reconocida por la
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FDA (Food and Drug Administration) como un método de extraccion ecoldgico, ya que

como se ha apuntado, no utiliza disolventes (81).

En bebida de soja, se ha comprobado que la tecnologia APH es una alternativa
viable al tratamiento térmico, que afecta negativamente a los atributos sensoriales y
nutricionales. Ademas, la concentracion de isoflavonas aumenta cuando previamente se
trata la soja con APH (82). En relacion a la proteina de soja y al tofu, las APH mejoran
la capacidad de retencion de agua y de emulsién, asi como la solubilidad a presiones
bajas, aunque disminuye al aumentar la presion (66, 83-85). También provocan la
desnaturalizacion de la proteina glicinina de la soja en subunidades (86). A pesar de
estos cambios, en general, las propiedades viscoelasticas de la soja se ven més afectadas
por la temperatura que por la presién (87). En cuanto a la conservacion, se ha
comprobado que en tofu, las APH consiguen inactivar los microorganismos y reducir la
contaminacion secundaria durante el procesamiento de los alimentos, ademéas de

maximizar su efecto prebiotico en ratas (88).

llustracién 1: Equipo de APH industrial (89).
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2. Fibray efecto prebiotico

Los subproductos agroalimentarios son una fuente de compuestos funcionales

entre los que destaca la fibra alimentaria (15), que conlleva una serie de beneficios para

la salud.

Existen numerosas definiciones de lo que se considera fibra. Algunas solo

describen su procedencia a partir de las paredes celulares vegetales, mientras que otras

incluyen conceptos como la fibra cruda (celulosa, hemicelulosa y lignina) o su caracter
indigerible (23). EI concepto de fibra también ha evolucionado de forma paralela al

desarrollo de la metodologia para su analisis.

La definicion actual del Codex Alimentarius es (23, 90):

“Fibra alimentaria: polimeros de carbohidratos con diez o mdas unidades
monomeéricas que no son hidrolizados por las enzimas digestivas intestinales y que
pueden ser: 1) polimeros de carbohidratos comestibles que se encuentran naturalmente
en el alimento; 2) polimeros de carbohidratos obtenidos de alimentos mediante
tratamiento fisico, enzimatico o quimico y que han demostrado tener efectos
fisiolégicos beneficiosos para la salud aceptados por una autoridad competente; 3)
polimeros de carbohidratos sintéticos que han demostrado tener efectos fisiol6gicos

’

beneficiosos para la salud aceptados por una autoridad competente.’

No obstante, en una actualizacion posterior se permitié la ampliacién a los
carbohidratos de entre 3 y 9 monosacaridos para incluir también a los oligosacaridos no

digeribles (90).
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En Europa, la definicién de la fibra aprobada en 2010 por la EFSA (European

Food and Safety Authority) es (91):

“Fibra alimentaria: Carbohidratos no digeribles y lignina. Las clases
principales de fibra son los polisacaridos no-almidon, celulosa, hemicelulosa, pectinas,
hidrocoloides (gomas y mucilagos), oligosacaridos resistentes, fructooligosacéaridos,

’

galactooligosacaridos, almidon resistente y lignina asociada a polisacaridos.’

2.1. Clasificacion de la fibra

Actualmente, las clasificaciones de la fibra estdn desaconsejadas, ya que los
limites entre categorias han demostrado ser difusos (92). No obstante, la mayor parte de
los autores y las técnicas de cuantificacion oficial, como las de la AOAC (Association
of Official Analytical Chemists), distinguen entre varios tipos de fibra, debido a sus
efectos sobre la salud diferenciados y a que la cuantificacion se realiza de acuerdo a esta
clasificacion. Por ello, en este documento se van a seguir utilizando las clasificaciones

tradicionales de la fibra.

La clasificacion tipica de la fibra se basa en su solubilidad en agua (93). La fibra
soluble (ES) se hincha en contacto con el agua, formando soluciones viscosas en las que
quedan atrapadas algunos componentes de la dieta. Asi, aumenta la sensacion de
saciedad al aumentar el volumen en el estbmago y se evita que parte de los lipidos,
incluyendo el colesterol y los &cidos biliares o incluso la glucosa de la dieta se

absorban. Ademas la fermentabilidad de la fibra soluble por las bacterias del colon es

mayor que la de la insoluble (94). Por otra parte, la fibra insoluble (Fl) aumenta el
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volumen de las heces, evitando el estrefiimiento y acortando el tiempo de contacto del

epitelio del colon con los posibles agentes teratogénicos del bolo fecal (93, 95, 96).

Otra clasificacion seria la de fibra viscosa 0 no viscosa, y fermentable o poco
fermentable. Normalmente la fibra soluble es viscosa y altamente fermentable, mientras
que la insoluble no es viscosa ni muy fermentable. No obstante, hay fibras solubles que
no son viscosas, ni tienen un efecto en la disminucion del colesterol y aumentan el
volumen de las heces, asi como fibras insolubles que son fermentadas por las bacterias

del colon, como algunos tipos de pectinas insolubles (92, 97).

Por todo ello, otra clasificacion incluye el término “fibra funcional” (97):

“Fibra funcional: carbohidratos no digeribles que tienen un efecto fisiologico

beneficioso en los seres humanos.”

Un ingrediente funcional podria definirse como (98, 99):

“Ingrediente funcional: un alimento que ha probado tener un efecto beneficioso
en las funciones fisioldgicas, ademas de su efecto nutricional, siendo relevantes para

’

mejorar la salud humana.’
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Figura 1: Clasificacion de la fibra.
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Corzo 2015, Gibson 2004, Gibson 2010 y Rastall 2002 (100-103).

2.2. Efecto prebiodtico de la fibra

Los primeros en establecer una relaciéon entre la ingesta de fibra y la salud

gastrointestinal, incluida la aparicion de tumores intestinales, fueron Burkitt et al., en

1974 (104). Desde entonces, se ha vinculado un consumo elevado de fibra con un mejor

estado de salud y una menor aparicién de las enfermedades tipicas de Occidente (93). El

efecto prebidtico de la fibra es el responsable de numerosos de estos efectos

beneficiosos para la salud. La definicion actual de prebiotico es (101):
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“Prebiotico: ingrediente selectivamente fermentable que permite que se den
cambios especificos en la composicion y/o en la actividad de la microbiota

gastrointestinal que confiere beneficios sobre el bienestar y salud del hospedador.”

Por lo tanto, para que un alimento sea considerado prebidtico, debe cumplir tres

condiciones (102):

v’ Resistir la acidez gastrica y la hidrolisis por las enzimas digestivas, asi
como la absorcion en el tracto gastrointestinal
v Poder ser fermentado por las bacterias intestinales

v' Estimular selectivamente el crecimiento o la actividad de bacterias

intestinales asociadas a un efecto saludable y de bienestar

Como se puede observar, en esta definicidén no se especifica que los compuestos
deban ser carbohidratos. De hecho, cualquier compuesto de la dieta que no sea digerible
seria un candidato a prebiotico. Esto incluye también a las proteinas o lipidos
resistentes. No obstante, los compuestos que pueden ser fermentados selectivamente por
bacterias beneficiosas son principalmente carbohidratos, en especial, oligosacaridos
(102, 105, 106). Aun asi, se ha visto que algunos péptidos y proteinas de la leche y
plantas son parcialmente indigeribles y tienen efectos beneficiosos en la absorcion de

calcio y hierro, asi como en el sistema inmunitario (101, 107).

2.2.1. Microbiota intestinal

Las bacterias del tracto gastrointestinal cambian a lo largo del mismo. Las
paredes del estbmago estan colonizadas por Lactobacillus o Enterococcus (106, 108),

aunque la bacteria mas estudiada es Helicobacter pylori, relacionada con problemas
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gastricos, gastritis y carcinomas (109). En el intestino delgado, las poblaciones
bacterianas son diferentes segln su localizacion: en el duodeno, debido a su ambiente
acido (pH 4-5), hay Lactobacillus y Streptococcus. Después, el pH neutro del yeyuno e
ileon, permite que se incorporen las levaduras y Staphylococcus. Debido a este cambio
de pH, pueden darse infecciones por Escherichia coli o Salmonella (108). En el
intestino grueso se dan las condiciones para que las bacterias puedan aumentar en
namero, ya que el tiempo de transito aumenta, hay nutrientes no digeribles y el pH es
cercano a la neutralidad (pH del colon 5,5-7,5) (110). Por otra parte, la mayor parte de
los datos sobre la composicion bacteriana intestinal se obtienen a partir de muestras
fecales, pero se ha visto que no representan totalmente la composicion bacteriana de la
mucosa intestinal (111). En las muestras fecales humanas, los grupos principales son los
Clostridium, entre los que se encuentran Ruminococcus obeum, Eubacterium hallii y

Faecalibacterium prausnitzii (112).

Algunas bacterias estan asociadas con la formacion de toxinas o con la
generacion de compuestos carcindgenos cuando se convierten en dominantes. Estas

bacterias pertenecen a grupos como los Clostridium y Bacteroides. No obstante, no

todas las bacterias de estos géneros son perjudiciales. Estas, asi como las de los géneros
Enterococcus, Streptococcus y Eubacterium pueden ser perjudiciales o beneficiosas

dependiendo de cada especie (101, 106, 113). Las bacterias dafiinas pueden aumentar su

nimero o su actividad gracias a una dieta rica en proteina. Las proteinas y péptidos
resistentes presentes en la dieta son fermentados por estas bacterias produciendo
metabolitos, como amonio, compuestos fendlicos, indol, acidos grasos de cadena
ramificada y sulfuro de hidrégeno (SH,). Todos estos compuestos son perjudiciales para
el hospedador (113, 114). Por ejemplo, el amonio estimula el crecimiento de células

tumorales (115), mientras que los &cidos grasos ramificados como los acidos isobutirico

58



Introduccion

e isovalérico, que se producen por la fermentacién de aminoacidos ramificados (valina,
isoleucina y leucina), tienen efectos en la absorcion de electrolitos y en la resistencia a

la insulina (116-121) y el sulfuro de hidrégeno es tan téxico como el cianuro (122).

Por el contrario, las bacterias beneficiosas fermentan los carbohidratos, la cual es

una fermentacion energéticamente méas favorable que la de las proteinas (123). Estas
bacterias pueden inhibir el crecimiento de las perjudiciales, ademéas de producir acidos
grasos de cadena corta (AGCC) y sintetizar vitaminas (101, 106, 113). Muchas de ellas
también producen &cido lactico. Las bacterias beneficiosas pertenecen a los géneros

Bifidobacterium y Lactobacillus. Entre ellas, algunos tipos como L. acidophilus, L.

plantarum, y B. longum han demostrado inhibir el desarrollo del cancer de colon (124).
No obstante, se ha propuesto la hip6tesis de que mantener una microbiota equilibrada

también puede ser la clave para conservar la salud intestinal (106).

2.2.2. Acidos grasos de cadena corta

La microbiota intestinal ha coevolucionado con los hospedadores, que
proporcionan un ambiente estable y alimento, mientras que las bacterias producen
compuestos beneficiosos, mantienen la funcionalidad del sistema inmunitario, producen
nutrientes y vitaminas y ejercen de defensa contra patdégenos. Los AGCC producidos
por la fermentacion de la fibra son los metabolitos responsables de varios de estos
efectos beneficiosos en la salud del hospedador (119, 125). Los AGCC principales que
se producen por fermentacion de la fibra son el acido acético, propiénico y butirico
(107). Los AGCC tienen efectos positivos en la salud, en especial, el &cido butirico,
aunque los deméas pueden tener efectos similares en menor grado. Los principales

efectos de cada AGCC son:
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v' Acido acético: Se produce a partir de piruvato (126) y es el AGCC maés
abundante. Se absorbe en el intestino y tiene un efecto reductor del
apetito por un mecanismo homeostatico a nivel del hipotadlamo (127). El

acido aceético tiene cierta actividad anticancerigena, aunque no tanta

como el acido butirico (128). Ademas, cuando se administra acido
acético a ratones, se observa un efecto anti-obesidad y de mejora de la
tolerancia a la glucosa (129) y del metabolismo lipidico (130).

v" Acido propidnico: Se produce a partir de succinato, acrilato, fucosa o
ramnosa, gracias a diferentes vias metabdlicas (119). El &cido propidnico
se absorbe y se metaboliza en el higado, donde puede inhibir la
produccion de colesterol (97). Al igual que el butirico, este &cido tiene un
efecto beneficioso al suprimir la diferenciacion de las células dendriticas,
evitando los procesos inflamatorios (131). Ademas, se ha visto que la
suplementacion de la dieta de mujeres con &cido propionico, hace que se
reduzca la glucosa y aumente la insulina en sangre (132). Por otro lado,
al contrario que el butirico, el propionico disminuye la movilidad del
colon, pero aumenta su actividad secretora. Otro efecto beneficioso es
que el &cido propiodnico es un substrato para la gluconeogénesis hepética
(133).

v" Acido butirico: Es el AGCC mas estudiado, debido a sus numerosos
efectos beneficiosos. Se produce a partir de dos moléculas de acetil-CoA
y posterior reduccién, aunque hay bacterias que también pueden usar
acido lactico o incluso proteinas para sintetizarlo (134). El acido butirico
es la fuente de energia preferida por los colonocitos, por lo que se

consume en el colon y no llega a absorberse. El acido butirico ha
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demostrado tener actividad anticancerigena debido a un efecto

epigenético de inhibicion de las enzimas que desacetilan las histonas (la
acetilacion de histonas en la cromatina permite la transcripcion de genes)
(128). Por ello, el &cido butirico tiene un efecto de prevencién del cancer
colorrectal (110, 135-137). Ademas, beneficia al sistema inmunitario, al
regular la diferenciacion de linfocitos y suprimir la inflamacion y la
diferenciacion de células dendriticas (tienen un papel en la presentacién
de los antigenos a los linfocitos T). Esto modula el sistema inmunitario,
suprimiéndolo para que no actle sobre las bacterias beneficiosas del
colon (131, 138). Esta modulacion también tiene efectos en el sindrome
del intestino irritable y en el asma (139-141). Ademaés, el efecto
antiinflamatorio también se relaciona con un menor riesgo de cancer
colorrectal, ya que la inflamacion crdnica es uno de los promotores de
este cancer, ademas de ser uno de los factores que se relacionan con la
obesidad (22, 136, 142, 143). También se ha observado que gracias al
butirato, se reduce la permeabilidad intestinal a mediadores
inflamatorios, como los lipopolisacaridos bacterianos (22, 144). El
butirato afecta al sistema nervioso al aumentar la proporcion de sinapsis
colinérgicas, lo que hace que se incremente la movilidad intestinal (145).
Asimismo, cuando se administra a ratones, tiene un efecto anti-obesidad

y termogénico (146).

Todos los AGCC hacen que disminuya el pH del colon, lo que impide el
crecimiento de bacterias perjudiciales (147). Ademas, favorecen el crecimiento de
bacterias del género Lactobacillus y Bifidobacterium, que aunque no producen &cido

butirico, promueven el crecimiento de otras bacterias que si lo sintetizan, como
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Eubacterium rectale, que es la principal productora de acido butirico en el colon (110),
aunque se ha visto que bacterias del género Ruminococcus también pueden generarlo
(148). Por otra parte, las bifidobacterias son productoras de acido acético, que también

tiene efectos anticancerigenos (128).

Los prebidticos, tienen un efecto beneficioso en la absorcion de minerales

gracias al aumento de AGCC. En especial, la absorcién de calcio aumenta notablemente

cuando se agregan los prebidticos de la dieta. Esto produce una mejora en la salud dsea,
aumentando la masa de los huesos y evitando la osteoporosis. La deficiencia de calcio
asociada a una deficiente mineralizacion Gsea provoca la osteoporosis, que tiene una
gran prevalencia, debido al aumento en la esperanza de vida. EI aumento de la absorcion
de calcio puede prevenirla, lo que es muy importante en periodos de crecimiento y en
mujeres postmenopausicas (100). Ademas del calcio, los prebidticos también mejoran la
absorcion de otros minerales, como el hierro, magnesio o el zinc (106). Se han
propuesto varios mecanismos para explicar este efecto. En primer lugar, los AGCC
disminuyen el pH del colon, aumentando la solubilidad del calcio y permitiendo una
mayor absorcion (149). Los AGCC también pueden influir directamente en la absorcion
de minerales por la existencia de un mecanismo de intercambio cationico. También se
ha establecido que pueden aumentar la produccion de una proteina intracelular
transportadora de calcio (calbindina D9K) (150). Ademas, el &cido butirico promueve el
crecimiento celular normal en el intestino, lo cual, unido a un aumento del &rea de
absorcion, puede aumentar la incorporacion de minerales (105, 106, 151, 152). Por otra
parte, el acido fitico presente en la fibra, en especial en los cereales, contiene grupos
fosforicos que se unen a los cationes e impiden su absorcion (96). La microbiota
beneficiosa tiene fitasas, que rompen esta union, permitiendo la fermentacion del

compuesto y la liberacion de los minerales, posibilitando su absorcion (105, 153).
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Asimismo, aunque los minerales de la dieta se absorben en el intestino delgado, el
intestino grueso también tiene esa capacidad. La fibra insoluble puede arrastrar los
minerales hasta el intestino grueso, donde al ser parcialmente fermentada, se produciria

su liberacion, y absorcion (105, 141, 154).

No obstante, aunque siempre se han asociado los AGCC con beneficios para la
salud, se ha visto que su concentracion en las heces de personas obesas se ve aumentada
(155). No se conoce si existe una contribuciéon de los AGCC a la obesidad o si solo
refleja una alteracion en la microbiota debido a la dieta o a la enfermedad (119). Por
otra parte, si se produce una ingesta excesiva de prebidticos, se pueden producir
molestias intestinales, como diarrea y flatulencias, por lo que es necesario establecer

una ingesta adecuada (100).

Tabla 1: Principales prebidticos y sus efectos.

Prebidticos Efecto Ref

Inulina Aumento de Bifidobacterium (156, 157)
Descenso de Bacteroides y bacterias (158, 159)
Gram +

Aumento de la concentracion de calcio (160, 161)
en los huesos

Disminucién del peso (162)
Fructooligosacaridos, FOS Gran aumento de Bifidobacterium, que (102, 163-165)

prefieren los FOS a la glucosa

Aumento de Lactobacillus (166)

Disminucién del namero de E. coliy (167)

Clostridium

Aumento de la concentracion de calcioy  (168)
el volumen de los huesos
Frena la ganancia de peso (169)

Galactooligosacéaridos, GOS Aumento de Bifidobacterium y (170)
Lactobacillus
Aumento de la concentracidn de calcio (171)
en los huesos

Lactulosa Aumento de Bifidobacterium y (172, 173)
disminucién de Clostridium perfringens,
Bacteroides, Streptococcus y
Enterobacteriaceae
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2.2.3. Nuevos prebioticos

Ademas de los prebidticos méas estudiados (FOS, GOS, inulina), existen otros

candidatos a prebidticos, que incluyen: polidextrosa, oligosacaridos de soja,

lactosacarosa, isomaltooligosacéaridos, glucanos, xilooligosacéridos, mananos,

hemicelulosa, almidon resistente, etc. (100, 174).

Asimismo, existe un interés creciente en encontrar ingredientes con propiedades

prebidticas o funcionales. Los subproductos de la industria alimentaria, en especial los

subproductos vegetales, son una fuente interesante de fibra. Los subproductos, ademas
de ser baratos, pueden ser empleados como ingredientes para conseguir un efecto

prebidtico similar al de los prebidticos tipicos (FOS, GOS) (21, 22).

Tabla 2: Compuestos candidatos a ser considerados prebioticos y sus efectos.

Candidatos a prebioticos Efecto Ref

Oligosacéridos de soja Rafinosa (trisacarido) y estaquiosa (175, 176)
(tetrasacarido) favorecen el crecimiento de
Bifidobacterium y Lactobacillus
Okara frena la ganancia en peso, disminuye  (177)
el colesterol, aumenta el &cido butirico y
mejora la absorcion de calcio
Okara frena la ganancia en peso, aumenta la (178, 179)
fermentabilidad y la produccion de AGCC
Okara disminuye el colesterol y triglicéridos  (180)

Okara tratada enziméaticamente disminuye (181)
los triglicéridos y aumenta la produccion de
AGCC

B-Glucanos Aumento de Bifidobacterium, aunque (182)
también de Clostridium

Xilooligosacaridos Aumento de Bifidobacterium y (183)
Lactobacillus, disminucion de Bacteroides
Disminuye la glucosa y el colesterol (184)

Polidextrosa Aumento de Bifidobacterium (185)
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3. Okara de soja

3.1. Okara como subproducto

3.1.1. Subproductos de leguminosas

Los subproductos vegetales suelen acabar en vertederos, afectando
negativamente al medioambiente, ya que sufren una alta biodegradabilidad y emiten
gases a la atmdsfera (10). Entre los subproductos vegetales, los de las leguminosas son
ricos en fibra y proteina. La producciéon de leguminosas en la Union Europea ha
aumentado en los Gltimos afios, hasta llegar a los 5,3 millones de toneladas en 2014, un

25 % maés que en 2013 (8). De lo producido, un 20 % se desperdicia (datos de 2011),

aungue en Asia, la pérdida puede llegar al 30 % (2). No obstante, el coste ambiental
(huella de carbono) derivado del cultivo de legumbres es bajo, debido a que las plantas
son capaces de fijar el nitrégeno del aire, por lo que no necesitan fertilizantes. La
fijacion del nitr6geno por parte de las leguminosas es esencial para la ecologia del

planeta y se produce gracias a la simbiosis con rizobios del suelo (186).

Los cultivos de leguminosas mas comunes para el consumo humano son las
judias, lentejas, guisantes, garbanzos, habas y soja. El procesado industrial de la
mayoria solo implica la retirada de la vaina, pero en el caso de la soja, el procesado para
producir tofu o bebida de soja es mas complejo, dando lugar al subproducto Okara (154,

187).
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3.1.2. Produccion y usos de la soja

La soja, Glycine max (L.) Merr., es una legumbre oleaginosa de origen asiatico,

autdgama, que sirve como principal fuente de proteina vegetal a nivel mundial.

En 2014 se produjeron 308 millones de toneladas de soja en el mundo, lo que
supone un crecimiento del 27 % desde 2012. El 87,9 % de la produccién de soja se
realiza en América, principalmente en Estados Unidos, Brasil y Argentina. En la UE, la
produccion fue de 1,9 millones de toneladas en 2014, con un gran crecimiento (51 %)
respecto a 2013. En Espafia, tras caer varios afios, la produccion de soja ha vuelto a

crecer hasta llegar a las 2.700 toneladas en 2014, lo que supone un crecimiento del 90 %

respecto a 2013 (8). Sin embargo, en la UE, las importaciones de haba o semilla de soja
fueron de 12 millones de toneladas en 2014 (3,5 millones de toneladas en Espaiia) y las
de harina o torta de soja, de 20 millones de toneladas procedentes, generalmente, de

Brasil (188).

En la UE, el cultivo de soja genéticamente modificada no estd permitido, aunque su
consumo si lo esta. En la practica, la
totalidad de las importaciones de soja en la
UE son de variedades modificadas
genéticamente, que se utilizan para

alimentar al ganado o para obtener aceite de

soja para consumo humano (189).

llustracién 2: Okara de soja fresca.

Se considera que el 75 % de la soja que se produce se destina a la alimentacion

animal, debido a su alto contenido en proteina. Usualmente, el 85 % de las habas de soja
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se utilizan para extraer el aceite mediante procesos de extraccién con hexano o
mecénicos, obteniéndose como subproducto, la harina de soja o torta, rica en proteina y
que se destina casi exclusivamente a la alimentacion animal. El aceite de soja, tras su
refinado, se emplea para la alimentacion humana, ya sea directamente o como
ingrediente en productos de bolleria y panaderia. Otro uso del aceite de soja es como
biocombustible, en jabones, cosmética, etc. Solo el 6 % - 10 % de las habas de soja se

destinan al consumo humano, ya sea directamente, o como tofu, bebida de soja, salsa de

soja 0 miso. Adicionalmente, el 4 — 5 % de la harina de soja se destina, tras su
transformacion, a la fabricacion de alimentos (analogos carnicos, batidos proteicos,

barritas energéticas o incluso formulas infantiles) (189-192).

Tradicionalmente, en los paises asiaticos las habas de soja se han usado para la
produccion de bebida de soja, tofu o productos fermentados, mientras que en los paises
occidentales, se solia usar la proteina extraida de soja como ingrediente de otros
productos. No obstante, esto estd cambiando y en la actualidad, el consumo de soja y

alimentos derivados esta aumentando en Occidente (178, 191).

67



Introduccion

Figura 2: Usos de la soja.
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Riaz, 2006 (191).

3.1.3. Okara, subproducto de la soja

La Okara es el subproducto que queda de las habas de soja tras extraer la

fraccion soluble para la produccion de bebida de soja o tofu. Existen diferentes métodos

de produccién. En el método chino, la soja se remoja, se muele y se filtra la bebida de
soja, mientras que en el japonés, la soja hidratada se cuece antes de moler y filtrar. A
partir de ambos métodos, se obtiene una gran cantidad de Okara (193). Existe otro
método de produccion de la bebida, el “Illinois”, en el cual no se produce Okara, ya que

la soja se homogeniza completamente, aunque las caracteristicas organolépticas
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resultantes no son buenas y no se emplea industrialmente (194, 195). La Okara obtenida
tiene color crema, un sabor y textura suaves, que posibilitaria su uso como ingrediente

de nuevos productos alimentarios o0 cosméticos.

En peso humedo, 1-1,8 kg de Okara se producen por cada kg de soja, por lo que
se pueden producir varias toneladas de Okara al dia en la industria. Se estima que se
producen unas 800.000 toneladas de Okara al afio en Japén, 2.800.000 en China o

310.000 en Corea (181, 193, 196).

Figura 3: Elaboracion de Okara a partir de haba de soja.
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3.1.4. Composicion de la Okara

La Okara tiene un contenido de agua del 80 % aproximadamente. Al haber

extraido los componentes solubles de la soja, que pasan a estar presentes en la bebida de
soja o tofu, la Okara es practicamente insoluble, rica en fibra insoluble, Fl (50 %) y
pobre en fibra soluble, FS (5 %). En comparacion con la composicién de la soja, el
contenido de carbohidratos, proteina y grasa de la Okara se ve disminuido, pero el
contenido en fibra aumenta hasta llegar al doble que el de la soja. Los carbohidratos
indigeribles de Okara provienen de su pared celular, habiéndose identificado celulosa,
pectina, hemicelulosa, galactano, xilano y xiloglucano (197, 198). La Okara tiene un
contenido alto en proteina (en torno al 30 %), con un perfil de aminoéacidos completo
para el consumo humano y facilmente digerible, entre las que se encuentran proteinas de
almacenamiento (glicinina, B-conglicinina y albimina), enzimas (lipogenasa y catalasa),
inhibidores enzimaticos, proteinas glicosiladas y otros péptidos (191, 199). Ademas,
contiene un 10 % de grasas insaturadas, principalmente acido linoleico y alfa-linoleico
(187). Por otra parte, la Okara contiene isoflavonas de soja (genisteina, daidzeina y
glicitina) en baja concentracion, ya que al ser solubles, quedan en la bebida de soja o
tofu. No obstante, se ha comprobado que una parte de las isoflavonas queda retenida en
la matriz de fibra insoluble de la Okara (82). La Okara también posee minerales, como

el potasio, calcio, magnesio, hierro o zinc (179).

Existen numerosos estudios sobre la composicién de la Okara. Las diferencias
entre los mismos se deben a los distintos métodos de analisis utilizados, a la variedad de
la soja o del método de fabricacion empleado (método chino o japonés). Un resumen de

varios analisis de la Okara se muestra en las siguientes tablas. Cabe destacar que en
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algunos analisis, los carbohidratos se refieren al contenido total, sin diferenciar si se

trata de fibra o de carbohidratos digeribles.

Tabla 3: Composicion de Okara (% peso seco).

Proteina Grasa CHO FT FS Fl Cenizas OS Ref
33,4+0,3 8,5+0,3 54,3+2,3 4,2+1,8 50,1+2,9 3,7£0,2 3,9+0,2 (187)
45,73+0,7 2,08+0,3 43,65+0,7 (200)
32,3+0,9 14,7+0,2 416+15 2,6+0,3 39+15 3,240,01 (201)
28,5 9,8 2,6 55,5 4,71 50,8 3,6 (202)
29,3 0,8 53,6 4,0 (203)
16,1 2,2 52,6 5,3 (204)
26,2 9,3 4,6 52,8 12,6 40,2 3,0 3.1 (205)
26,8 12,3 52,9 4,5 (206)

CHO: carbohidratos, FT: fibra total, FS: fibra soluble, FI: fibra insoluble, OS:

oligosacaridos.

Tabla 4: Carbohidratos de Okara (% peso seco).

In Es Raf Sac Glu Gal Ara Fru Total MS Al Ref

0,401 1,420,1 0,620,1 0,2+0,0 0,2+0,0 1,0+0,0 0,1%0,0 3,9+0,2 0,5+0,0 (187)
0,520,1 0,3+0,1 0,2+0,1 1,520,2 (201)
09 04 18 31 07 08  (205)

In: inulina, Es: estaquiosa, Raf: rafinosa, Sac: sacarosa, Glu: glucosa, Gal: galactosa,

Ara: arabinosa, Fru: fructosa, MS: monosacaridos, Al: almiddn.

Tabla 5: Monosacaridos de Okara tras hidrolizar las paredes celulares (% peso seco).

Rha Fuc Xil Man Glu Gal Ara AU Ref

0,3+0,1 0,5%0,1 2,7+0,1 1,5+0,1 12+04 10+0,2 5,7#0,1 7,3x0,5 (207)
0,3+0,1 0,4+0,1 3,9+0,2 0,8+0,2 12+04 8,4+0,1 4,702 7,4+0,3 (208)

Rha: ramnosa, Fuc: fucosa, Xil: xilosa, Man: manosa, Glu: glucosa, Gal: galactosa, Ara:

arabinosa, AU: 4cidos urénicos.
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3.1.5. Usos de la Okara

Debido a su gran contenido en agua (80 %), la Okara es muy perecedera, lo que
imposibilita su uso sin un tratamiento previo. Ademas, actualmente se desecha en
vertederos o0 se quema, lo que puede causar problemas medioambientales debido a
posibles plagas o al aumento de CO,. La solucion hasta ahora era secar la Okara, pero es
un procedimiento caro, en especial si tenemos en cuenta los grandes volimenes que se
producen (202, 209). Por ello, es necesario aplicar nuevas tecnologias al tratamiento de
la Okara para posibilitar su revalorizacién y uso industrial como ingrediente. La Okara

puede ser utilizada para diferentes propositos como se describe mas abajo.

Alimentacién animal

La Okara se ha empleado como pienso para el ganado, pero al igual que para el
consumo humano, debe ser secada o esterilizada previamente. Una ventaja de la Okara
obtenida por el método japonés (las semillas de soja se cuecen antes de extraer la parte
soluble) es que elimina la mayor parte de los antinutrientes de la soja, principalmente
inhibidores de tripsina, lo que mejora la digeribilidad y aprovechamiento de sus
proteinas. La Okara se ha utilizado en piensos y no se han observado diferencias en
parametros como la produccion de leche o la ganancia en peso de los animales (vacas y

cerdos) respecto al pienso habitual (196, 210).

Medio de cultivo y fertilizante

Asimismo, la Okara puede utilizarse como medio de cultivo para hongos

filamentosos (204) o bacterias y como fertilizante para uso agricola. No obstante, para
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esto también se necesita un tratamiento previo que prevenga la putrefaccion debido a su

alto contenido en agua (209).

Recuperacion de compuestos funcionales

La Okara puede ser utilizada como fuente de compuestos nutricionalmente

interesantes, como la fibra alimentaria o la proteina. Los polisacaridos de la pared

celular presentes en la Okara tienen buenas capacidades de retencion de agua, que los
hacen interesantes para su uso como aditivos alimentarios texturizantes (198). El aceite
de la Okara puede tener aplicaciones cosméticas y farmacéuticas (209). Como anécdota,
existe un champu que incluye Okara, de la marca Rene Furterer Paris, que alega que la
Okara reestructura y repara el pelo debilitado (211). Esto da una idea de la versatilidad

del uso de Okara.

Ademas, la Okara puede ser fermentada por microorganismos para la obtencién
de polisacéaridos, alcohol o metanol. La fermentacion por parte de microorganismos
mejora la digeribilidad de la Okara y convierte los polisacaridos insolubles en

oligosacaridos de bajo PM, que pueden ser usados posteriormente (208, 212).

Utilizacion como ingrediente

Tras un tratamiento previo, la Okara puede ser utilizada como ingrediente bajo

en calorias y rico en fibra. Se ha utilizado Okara en la fabricacion de hamburguesas de
cerdo bajas en calorias (213), aunque la mayoria de aplicaciones se centran en productos
de panaderia, reposteria o0 snacks. Para este tipo de productos, la Okara puede sustituir

parcialmente a la harina de trigo para disminuir las calorias y aumentar el contenido de

proteina, fibra y grasas insaturadas (196). Se ha utilizado Okara para la fabricacion de
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pan, fideos o bolleria (196, 214, 215), asi como ingrediente funcional en un snack de

coco (216). Ademas, la Okara puede ser utilizada en lugar de las semillas de soja para la

produccién de otros alimentos fermentados, como el natto y la salsa de soja (196).

Por otra parte, algunos sectores de la poblacién consumen productos organicos,
son vegetarianos 0 veganos. En Internet existen numerosos blogs e informacion sobre
productos saludables, entre ellos, la Okara, que ya se conoce Yy se utiliza. De hecho, en
Internet se pueden encontrar recetas para fabricar bebida de soja o tofu en casa, asi
como recetas cuyo propésito especifico es la obtencidon de la Okara. Hay que resaltar
que en este caso en particular, la Okara dejaria de ser un subproducto. Esto proporciona
una idea de lo variable que es el término subproducto. Cuando la finalidad del proceso
cambia (en este caso, se quiere obtener Okara), lo que es considerado subproducto
también varia. Por tanto, que algo sea un subproducto no esta indicando una peor
calidad o un menor valor nutricional, sino cuél ha sido la finalidad del proceso de
fabricacion. En los circulos vegetarianos o veganos, los productos derivados de la soja
como la Okara son muy utiles como sustitutos de la proteina animal, y hay muchas
recetas de cocina disponibles. Por ejemplo, la busqueda en Google de “okara recetas”

obtiene 21.900 resultados (en noviembre de 2016). Entre ellas (217):

v" Okara frita con verduras salteadas

v Crema de verduras con Okara

v Galletas, tartas, pan, bollos con Okara

v’ Falafel (ya que el sabor es parecido al falafel de garbanzo)
v' Hamburguesas vegetarianas

v Croquetas de Okara

74



Introduccion

3.2.  Propiedades beneficiosas de la Okara

La Okara tiene un contenido en fibra muy alto (45-55 %), principalmente fibra
insoluble, lo cual conlleva una serie de beneficios. La fibra insoluble aumenta el
volumen fecal, reduciendo el tiempo de transito gastrointestinal (97, 218) y tiene efectos
beneficiosos contra el estrefiimiento y en el sindrome del intestino irritable (219),

ademaés de favorecer la pérdida de peso cuando se sigue una dieta rica en grasa (220).

La dosis recomendada por la WHO/FAO de fibra es de >25 g al dia, pero debido a los
cambios de habitos dietéticos, con una menor ingesta de hortalizas, frutas, legumbres y
cereales de grano entero, estas recomendaciones no se suelen cumplir (221). No existe
una recomendacién oficial de ingesta de FS, aunque ésta suele ser del 30-35 % de la
fibra. En Espafa, el consumo de fibra es de 16 g al dia, un valor menor que las
recomendaciones, del que el 35 % corresponde a la FS (222). Por ello y debido a su alto
contenido en fibra, la Okara podria ayudar a cumplirlas. De hecho, se ha visto que la
Okara aumenta el contenido en agua en el ciego y acelera el transito intestinal en ratas

(177, 178).

3.2.1. Efecto prebiotico de la Okara

La Okara ha demostrado que es fermentable por microorganismos beneficiosos
para la salud intestinal, como Bifidobacterium bifidum (201). También se ha visto que
es digerida més facilmente que el salvado de trigo, y que tiene capacidad prebidtica en
ratas, al ser fermentada por la microbiota intestinal, produciendo una gran cantidad de
AGCC vy una disminucion del pH (57, 177-179, 181). La Okara es pobre en fibra

soluble, que es la que mayor efecto prebidtico tiene, en especial los oligosacéaridos (100,
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223, 224). No obstante, se ha comprobado que algunas fibras insolubles también son

parcialmente fermentables por microorganismos beneficiosos como Lactobacillus y

Bifidobacterium (97, 201, 225).

3.2.2. Aumento de la absorciéon de minerales

Se ha comprobado que la Okara tiene un efecto beneficioso en la mejora de la

absorcidn de minerales, en especial del calcio, y por tanto, en la salud 6sea y contra la

osteoporosis. Se ha visto en varios experimentos que una dieta suplementada con Okara
mejora el balance mineral (absorcién y retencién) del calcio y magnesio en ratas (177,
179). Ademas, la Okara contiene minerales, en especial potasio, pero también se han
cuantificado otros macroelementos como el calcio, el magnesio y el sodio, y elementos

traza como hierro, cobre, manganeso y zinc (179).

3.2.3. Pérdida de peso

Segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), el 39 % de la poblacion
mundial padece sobrepeso (38 % de los hombres y 40 % de las mujeres) y el 13 %
padece obesidad (dato de 2014). Ambas situaciones suponen una epidemia, que ha
duplicado su prevalencia desde 1980. Actualmente, vivimos en un mundo de extremos,
donde hay personas que sufren desnutricion y otras, sobrepeso. No obstante, en los
ultimos afios, la mortalidad asociada a la obesidad y sobrepeso ha sobrepasado a la

mortalidad por desnutricion (226).

En este sentido, se ha visto que la soja puede tener un efecto inhibidor del tejido
adiposo, principalmente debido a la genisteina (isoflavona de soja) o a la proteina de

soja (144, 227-229). También se ha descubierto que las mujeres que toman
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habitualmente soja tienen un indice de masa corporal (IMC) menor que las que no la
toman (230). En la Okara, el contenido de proteina es alto, y con el mismo perfil de
aminoacidos que en la soja, pero el contenido de isoflavonas es bajo, aunque una
concentracion minima pueda permanecer recluida en la matriz tridimensional de la
Okara. Por lo tanto, estos efectos observados en soja, podrian darse también en la
Okara. Ademas, la Okara es muy rica en fibra, y una dieta rica en fibra suele conducir a
una pérdida de peso (231). La fibra hace que disminuya la absorcion de algunos
compuestos de la dieta, pero manteniendo los nutrientes, lo que se traduce en una dieta

menos energética, que conduce a una pérdida de peso. Esta se produce a expensas de

reducir la grasa corporal y ademas, es proporcional a la dosis de fibra (141, 232-234).
Asimismo, la fibra, al ser fermentada en el intestino, produce un polipéptido
insulinotrdpico dependiente similar al glucagdn, que estimula la liberacién de insulina e
induce la saciedad. La fibra, al hincharse en el estbmago, también puede tener efectos
saciantes (233). Ademas, cuando aumenta el contenido en fibra de la dieta, suele ser a
expensas de reducir el consumo de carbohidratos simples o de grasa, por lo que el
contenido energético disminuye (141). Por otra parte, la pérdida de peso debida al
consumo de fibra depende del tipo de dieta que se siga. Si se trata de una dieta con un
alto contenido en grasa, se ha comprobado que es mas recomendable un aumento del
consumo de fibra insoluble (220). También, los &cidos grasos de cadena corta, AGCC,
procedentes de la fermentacién de la fibra por parte de las bacterias de la microbiota,
reducen el estado inflamatorio tipico de la obesidad, debido a una reduccion de la
permeabilidad intestinal a mediadores inflamatorios, como los lipopolisacaridos
bacterianos (22, 144). Todo lo anterior influye en el efecto de la Okara en la pérdida de
peso, que ha sido confirmado en ratas, y que ademas, muestra un efecto dependiente de

la dosis de Okara suplementada (177-180, 231).
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3.2.4. Disminucién de los lipidos plasmaticos

Las enfermedades cardiovasculares son una de las mayores causas de mortalidad
y morbilidad en los paises desarrollados. Incluyen la enfermedad coronaria, infartos e
hipertension y su aparicion esta relacionada con los habitos de vida, como la dieta, el
sedentarismo y el tabaco (141). Se ha relacionado una dieta con un alto contenido en
fibra con un menor riesgo de padecer infartos y enfermedad vascular periférica (140,
235). Asi, el consumo de fibra soluble tiene un efecto de reduccién de los niveles de

colesterol LDL (low density lipoprotein) y de la presién arterial sistélica y diastélica,

disminuyendo el riesgo de sufrir una enfermedad cardiovascular (140). La fibra

(principalmente la fibra soluble, como las pectinas) forma matrices viscosas donde los
lipidos quedan incorporados y se excretan con las heces, por lo que el nivel de colesterol
y &cidos biliares disminuye (96, 236, 237). Por ello, se recomienda aumentar el

consumo de fibra (>25 g al dia) (141, 221, 237, 238).

La semilla de soja, tiene efectos en la disminucién del nivel de colesterol LDL.

Se cree que las isoflavonas y la proteina de soja pueden ser responsables de ello.
Ademaés de una reduccion del colesterol LDL, también se ha visto una disminucion de
los triglicéridos cuando se suplementa la dieta con proteina e isoflavonas de soja (229,
238-240). Ademas, normalmente, cuando se incluye la soja en la dieta es a expensas de
reducir el consumo de carne rica en grasas saturadas, asi que también hay que tener en
cuenta esta sustitucion (238). La Okara ha demostrado que puede reducir los niveles de
colesterol LDL vy triglicéridos del suero e higado en ratas (57, 177, 180, 181, 231).
Ademas, se ha visto que el efecto en los lipidos del suero depende de la dosis de Okara
utilizada y que la excrecion de lipidos en las heces aumenta correlativamente (180,

231). También se indica que la proteina de Okara, y no solo la fibra, puede ser
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parcialmente responsable de estos efectos hipolipidémicos e hipercolesterolémicos, que

son interesantes para la proteccion contra los accidentes cardiovasculares (180).

3.2.5. Capacidad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno o de nitrégeno actlan sobre las células
causando dafio celular, mutaciones y apoptosis, que pueden dar lugar a la necrosis de
tejidos o cancer (241), por ello, los antioxidantes aportados en la dieta son importantes
para ejercer un efecto quelante de los radicales libres y de reduccién de especies
oxidantes. Existe un gran interés en usar antioxidantes obtenidos a partir de
subproductos como ingredientes funcionales o nutracéuticos, ya que suelen ser

productos ricos en compuestos bioactivos y muy baratos (242, 243).

La soja tiene actividad antioxidante, gracias a su contenido en isoflavonas, ya
que son polifenoles. La genisteina de soja puede quelar los radicales peroxilo y evitar la
peroxidacion de lipidos que causan la aterosclerosis (229, 244, 245). En cuanto a la

Okara, se ha determinado que hidrolizados proteicos y polisacaridos (debido a las

pectinas) de la Okara (y de la soja) tienen propiedades antioxidantes gracias a la
reduccién y quelacion de radicales libres (199, 207, 246). En ratas alimentadas con
Okara, se ha visto una mejora del estado antioxidante del ciego, lo que puede proteger

contra el cancer de colon (177).

3.2.6. Control de la presion arterial

La hipertension es un problema mundial que afecta al 30 % de la poblacion
adulta (247). Existe un gran interés en encontrar alimentos con componentes

vasodilatadores, ya que se podrian emplear en personas con principio de hipertension
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gue todavia no estén tratadas farmacoldgicamente (27, 248). El sistema Renina —
Angiotensina es un regulador central de la funcion cardiovascular y renal, y juega un
papel importante en la fisiologia de varias enfermedades cardiacas y renales. Consiste
en una serie de reacciones enzimaticas que llevan a un aumento de presion arterial y del
estrés oxidativo celular. En los rifiones, la renina es liberada por las células
yuxtaglomerulares a las arteriolas aferentes, y actia sobre el angiotensindgeno
(sintetizado en el higado) para generar el decapéptido inactivo Ang | (angiotensina). La
accion peptidasa de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) convierte el Ang | en
el octapéptido Ang 11, que produce la contraccion del musculo liso, lo que incrementa la
resistencia vascular. Ademas, el Ang Il provoca la reabsorcion de sodio en los rifiones
mediante el estimulo de la secrecion de aldosterona y regula el mecanismo de
retroalimentacion tubulo-glomerular. Por tanto, inhibir la ECA prevendria la
hipertension, enfermedades cardiovasculares, renales y el estrés oxidativo. Se han
encontrado distintos compuestos inhibidores de la ECA, como taninos, flavonoides,

xantonas, terpenoides y péptidos bioactivos (248-250).

Se ha comprobado que los péptidos inhibidores son de cadena corta, con
aminoéacidos hidrofébicos (251) y aminoacidos como la prolina o leucina reemplazando
a hidroxiprolina (252). Estos péptidos se han encontrado en gelatina, caseinas, pescado,
higos, suero de queso, algas, plasma sanguineo bovino, atin o sardinas (250, 253).
También se ha demostrado que la soja inhibe la ECA, tanto en hidrolizados proteicos de
semillas de soja, como en productos derivados de la soja, como el natto, torta o harina
de soja y soja fermentada (254-257). En la Okara, se ha descrito que la fraccion proteica
menor de 1 kDa tras la hidrolisis con pepsina y pancreatina es la que tiene una mayor

actividad inhibitoria de la ECA. Ademas, el péptido se ha identificado como parte de la
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enzima lipogenasa de soja. Este péptido estd compuesto principalmente por

aminoéacidos hidrofdbicos y una valina terminal (199, 258).

3.2.7. Disminucion de la glucosa en sangre

Al igual que la obesidad, la diabetes es un problema creciente en los paises
desarrollados, que deriva de un descenso de la sensibilidad a la insulina unido a un
estado prolongado de hiperglicemia. El indice glucémico de los carbohidratos, el cual
determina el estado de glucemia tras su ingesta, es un indicador de la probabilidad de
padecer diabetes de tipo Il. Asi, una dieta con prevalencia de carbohidratos de menor
indice glucémico (carbohidratos complejos), conlleva una menor probabilidad de

padecer diabetes (141, 259, 260). La fibra es capaz de regular la glucosa en sangre y la

liberacion de insulina tras la ingesta de alimentos. La viscosidad de la fibra afecta a la

absorcion de la glucosa, resultando en una menor concentracion de glucosa en sangre

(94, 261, 262). Se han estudiado los fructooligosacaridos, arabinoxilanos y B-glucanos
en relacién a su efecto en la glucosa postprandial. Los oligosacaridos de soja han
demostrado ser capaces de disminuir la glucosa en sangre de ratas alimentadas con una
dieta alta en grasa (229). En cambio, este efecto no se ha observado en Okara (177, 178,

180), por lo que puede ser un efecto especifico de la fibra soluble de la soja.

3.3. Revalorizacion de la Okara

La reutilizacion de la Okara en la cadena alimentaria seria ventajosa desde un
punto de vista ecoldgico, al evitar que acabe en un vertedero y permitir aprovechar el

agua y la energia que se ha utilizado para el cultivo de la soja. Ademas, seria barato, ya
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gue se trata de un subproducto y existen tratamientos econémicos que se pueden
emplear para alargar su vida atil. La Okara tiene un contenido muy alto en fibra
insoluble, pero bajo en fibra soluble, por lo que un tratamiento que pueda aumentar esta

proporcion (FS/FI), mejorando la funcionalidad de la fibra, es interesante desde un

punto de vista saludable, debido a los numerosos beneficios que aporta. Ademas, los
subproductos en general, y la Okara en particular, necesitan tratamientos previos a su
consumo para garantizar su seguridad y aumentar su vida Gtil. En el caso de la Okara,
como ya se comentd, su alto contenido de agua hace que se deteriore rapidamente, lo
que puede conllevar problemas medioambientales. Por ello, se necesitaria un
tratamiento para su revalorizacion que permita alcanzar estos dos objetivos, el

incremento de la FS y alargamiento de la vida util.

Tradicionalmente, se ha secado la Okara para alargar su vida Util, pero es un
procedimiento caro (202, 209). Otros autores han propuesto el secado de Okara en un
lecho de particulas inertes (teflén) como un método mas econdémico (40). Aun asi, con
este método, se producen pérdidas de sustrato al quedar adherido a las paredes de la
maquinaria, lo que deriva en un bajo rendimiento y también se usan temperaturas altas,

que pueden producir cambios no deseables en el contenido nutricional y en las

caracteristicas sensoriales del producto. A la hora de aumentar el contenido en fibra
soluble o de extraer compuestos funcionales, se ha utilizado un tratamiento con alcali
para liberar polisacaridos con actividad antioxidante (198, 207). También se ha
conseguido extraer oligosacaridos de la Okara con la enzima de grado alimentario
Viscozyme® L (263, 264) e hidrolizar los polisacaridos indigeribles de su pared celular
con celulasa (265). Otra enzima de grado alimentario, Ultraflo® L se ha utilizado para
maximizar el contenido de fibra soluble de la Okara (208, 266), obteniéndose un

producto con potencial efecto prebiético demostrado en ratas (181). Ademas, la
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micronizacion de la Okara resulta en un producto mas facilmente fermentable por
Bifidobacterium y Lactobacillus con capacidad de disminuir el nivel de colesterol total
y triglicéridos en ratones (57). La aplicacion de APH provoca la solubilizacion de la
fibra insoluble de la Okara, en especial cuando se combina con un pretratamiento de

autoclave y a una presion de 400 MPa (200, 225, 267).
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La Okara, principal subproducto industrial de la fabricacion de bebida de soja y
tofu, es muy rica en fibra insoluble y proteinas, pero pobre en fibra soluble y con un
gran contenido en agua (>80 %), que hace que sea muy perecedera. Normalmente, la
Okara se desecha o se usa como fertilizante o para alimentacion animal, pero para ello,
se necesita un tratamiento térmico previo, que suele resultar caro. No obstante, en los
ultimos afios ha aumentado el interés por los subproductos alimentarios como fuente de
compuestos funcionales con propiedades beneficiosas potenciales para la salud, y
ademés, ayudaria a disminuir el gran desperdicio de alimentos que sucede en la
actualidad. Para ello, existen nuevos tratamientos tecnoldgicos que permiten
incrementar el contenido de fibra soluble a la vez que aumentan el tiempo de
conservacioén del subproducto, como las altas presiones hidrostaticas. Esto revalorizaria
la Okara y mejoraria sus propiedades nutricionales, pudiendo ser usada como

ingrediente funcional.

Por ello, el objetivo general de esta tesis es el tratamiento de la Okara de soja
por altas presiones hidrostaticas en combinacion con enzimas especificas de grado
alimentario (Ultraflo® L y Viscozyme® L) para mejorar su valor nutricional y potencial

efecto prebidtico, entre otras propiedades funcionales.
Con este fin, se plantean los siguientes objetivos especificos:

v Desarrollar y validar un método cromatografico para detectar la fibra
soluble, sensible, répido y eficaz, que se pueda implementar para
monitorizar el proceso de APH.

v Disefiar un tratamiento de la Okara mediante APH combinado con

enzimas hidroliticas alimentarias.
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o Optimizar los diferentes parametros: concentracion de enzima
(Ultraflo® L y Viscozyme® L), de sustrato (Okara), potencia de
APH (presion, temperatura), y tiempos de tratamiento, intentando
minimizar los costes del proceso.

o Estudiar el efecto del tratamiento de APH combinado con
enzimas hidroliticas en la fibra soluble, insoluble, oligosacéridos

y capacidades potencialmente funcionales de la Okara.
v" Estudiar los efectos beneficiosos de la Okara tratada con APH y enzimas
sobre la salud, y en especial sobre el efecto prebidtico, en modelos in

vitro e in vivo.
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Figura 4: Esquema del trabajo experimental.
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Tabla 6: Resumen de las publicaciones.

Titulo Revista Objetivo Conclusiones

Capitulo 1: Desarrollo y validacion de un método cromatografico (HPLC - ELSD) que

permita monitorizar la liberacion de fibra soluble de la Okara cuando se emplea un

tratamiento con altas presiones hidrostaticas y enzimas hidroliticas.

Improved evaporative
light scattering
detection for
carbohydrate analysis.

-t Desarrollar un
’:CI)D método de HPLC-

CHEMISTRY ELSD que permita
ey analizar
carbohidratos de un
L Ll rango amplio de
S pesos moleculares.

El método HPLC-
ELSD optimizado y
validado se propone

como una forma
rapida y sensible de
analisis de
carbohidratos.

Capitulo 2: Tratamiento de la Okara con altas presiones hidrostaticas y enzimas

especificas para solubilizar la fibra: optimizacién del tratamiento y efectos

potencialmente funcionales.

Okara treated with
high hydrostatic
pressure assisted by
Ultraflo® L: Effect on
solubility of dietary
fibre.

Solubilization of
Okara dietary fibre
under high hydrostatic
pressure aided by
Viscozyme® L.

INNOVATIVE FOOD SCIENCE

i

INNOVATIVE FOOD SCIENCE
& EMERGING TECHNOLOGIES

Maximizar el
contenido de FS de
Okara. Optimizar
un tratamiento
simultaneo con
APH y Ultraflo® L.

= Maximizar el
contenido de FS de
Okara. Optimizar
un tratamiento
simultaneo con
APH y Viscozyme
L. Comparar la
actividad de ambas
enzimas en Okara.

& EMERGING TECHNOLOGIES

®

En revision

El tratamiento con
Ultraflo® L y APH
consigue solubilizar
la fibra de Okara en
condiciones
adaptables a nivel
industrial. Hay
sinergia entre los
tratamientos.

No hay sinergia
entre las dos
enzimas pero si
entre Viscozyme ® L
y APH. El
tratamiento
combinado
consigue solubilizar
la fibra de Okara en
condiciones
simples.
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Determination of the
soluble Dietary Fibre
content of Okara
treated with High
Hydrostatic Pressure
and enzymes: a
comparative
evaluation of two
methods (AOAC and
HPLC-ELSD).

Low molecular
weight carbohydrates
released from Okara

by enzymatic
treatment under high
hydrostatic pressure.

INNOVATIVE FOOD SCIENCE

Comparar el
método HPLC-
ELSD con el
método oficial de
analisis de la fibra
(AOAC) en Okara.
Aplicar el analisis
del método HPLC-
ELSD a la fraccion
soluble de la fibra
(AOAC).

En revision

Estudiar los efectos
en los carbohidratos
de bajo peso
molecular de Okara
del tratamiento con
APH y enzimas.

& EMERGING TECHNOLOGIES

El anélisis mediante
HPLC-ELSD de
Okara tratada con
enzimas y APH es
mas sensible que el
método de la
AOAC.

Los carbohidratos
de bajo peso
molecular de Okara
aumentan de
concentracion y
disminuyen su PM
con los tratamientos
con Ultraflo® L o
Viscozyme® L y
APH.

Capitulo 3: Estudio de los efectos beneficiosos en la salud, en especial del efecto

prebidtico, de la Okara tratada con altas presiones hidrostaticas y enzimas hidroliticas

mediante modelos experimentales in vitro e in vivo.

In vitro fermentability
and prebiotic potential
of soyabean Okara by
human faecal
microbiota.

Protective effects of a
soluble dietary fiber-
enriched soybean
Okara on gut
microbiota in rats fed
a high-fat diet.

Evaluar el efecto
prebidtico potencial
de Okara nativa y
tratada con
Ultraflo® L y APH
in vitro.

BRITISH JOURNAL
OF NUTRITION

Estudiar los
posibles efectos
beneficiosos de la
Okara tratada con
APH y Ultraflo® L,
en especial del
efecto prebidtico in
Vivo.

Enviado

El tratamiento con
Ultraflo® L y APH
mejora el efecto

prebidtico potencial

de la Okara.

La Okara tratada

frena la ganancia en

peso, mejora la
salud
cardiovascular y
protege la
microbiota normal
de ratas
alimentadas con
una dieta grasa.
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Capitulo 1:

Desarrollo y validacion de un método cromatografico (HPLC - ELSD)
gue permita monitorizar la liberacion de fibra soluble de la Okara
cuando se emplea un tratamiento con altas presiones hidrostaticas y

enzimas hidroliticas
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Articulo 1: Condezo-Hoyos, L., Perez-Lopez, E., & Ruperez, P. (2015).
Improved evaporative light scattering detection for carbohydrate analysis. Food

Chemistry, 180, 265-271. DOI: 10.1016/j.foodchem.2015.02.039.

Impact Factor Food Chemistry (2016): 4,052
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Resumen

Introduccion: La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es un método
répido y sensible para cuantificar e identificar carbohidratos, que puede ser usado para
monitorizar procesos industriales de forma sencilla. No obstante, el detector que se
utiliza normalmente es el de indice de refraccion, que tiene una sensibilidad mas baja
que el detector evaporativo de luz difusa (ELSD), que es un detector novedoso y cada
vez mas utilizado. EI ELSD ya se ha usado en alimentos para analizar polisacéridos,
oligosacaridos, azUcares etc., pero no se ha desarrollado ningin método que analice a la

vez polisacaridos de alto peso molecular, de medio (oligosacaridos) y bajo (azucares).

Objetivo: Desarrollar, optimizar y validar un método cromatogréafico con el
detector ELSD que permita analizar una mezcla compleja de carbohidratos con un rango

amplio de peso molecular y que sea exacto, preciso y con buena sensibilidad.

Metodologia: Se ha usado la metodologia de superficies de respuestas (MSR)
(disefio de Box-Behnken) para optimizar los parametros del detector ELSD, con el fin
de analizar carbohidratos de diferente PM. Los parametros optimizados han sido la
temperatura del nebulizador, la temperatura del evaporador y el caudal de nitrégeno
como gas portador. También se ha elegido la fase movil volétil que proporciona la
mejor resolucién de los picos. Los pardmetros del detector elegidos han sido validados
usando carbohidratos de distinto PM como patrones y una columna TSK-gel de
exclusion molecular. Asimismo, se han estudiado la precision, sensibilidad, linealidad, y
los limites de deteccion y cuantificacion del método optimizado. Se han obtenido curvas

logaritmicas de calibrado para la cuantificacion e identificacion de carbohidratos.
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Resultados: La maxima respuesta del detector ELSD, predicha mediante la
metodologia de superficies de respuesta, se obtiene cuando la temperatura del
evaporador se fija en 88,8 °C, la del nebulizador en 77,9 °C y el caudal de nitrégeno
(gas portador) en 1,1 L min™ (SLM). La fase mévil usada en los ELSD debe ser volatil,
pero se ha visto que afiadir un electrolito mejora la resolucion. Se ha establecido que
una fase mévil de 0,01 mol L™ de acetato de amonio mejora la resolucién de los picos.
Se ha obtenido una buena linealidad de R?*> 0,998 para concentraciones de
carbohidratos de entre 250 a 1000 mg L™, asi como una buena sensibilidad y bajos
limites de deteccion y cuantificacion. La repetitividad entre- e intra-dias ha resultado
alta, con una desviacion estandar relativa de menos del 1,8-1,5 % para los tiempos de
retencion y areas, respectivamente. Para la identificacion de los carbohidratos, se han
obtenido curvas de calibrado logaritmicas diferentes para polisacaridos de alto PM y

oligosacaridos.

Conclusiones: Se ha conseguido establecer un método de HPLC-ELSD que
permite identificar y cuantificar carbohidratos de pesos moleculares muy diferentes de
forma sencilla y con una precision alta. Ademas, se ha calibrado el equipo con patrones
similares a los que se espera encontrar en la Okara. Este método es un paso previo
necesario para poder monitorizar de forma rapida el tratamiento de la Okara con APH y

enzimas alimentarias que se pretende realizar a continuacion.
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Optimization and validation of evaporative light scattering detector (ELSD), aided by response surface
methodology (RSM), has been developed for the liquid chromatography analysis of a wide molecular
weight (MW) range of carbohydrates, including polysaccharides and oligosaccharides. Optimal
experimental parameters for the ELSD detection were: 88.8 °C evaporator temperature, 77.9 °C nebulizer
temperature and 1.1 standard litres per minute nitrogen flow rate, Optimal ELSD detection, used together
with high performance size exclusion chromatography (HPSEC) of carbohydrates, gave a linear range
from 250 to 1000 mgL~"' (R* >0.998), with limits of detection and quantitation of 4.83-11.67 and
16.11-38.91 mg L™, respectively. Relative standard deviation was lower than 1.8% for intra-day and
inter-day repeatability for apple pectin, inulin, verbascose, stachyose and raffinose. Recovery ranged from
103.7% to 118.3% for fructo-oligosaccharides, o-galacto-oligosaccharides and disaccharides. Optimized
and validated ELSD detection is proposed for the analysis of high- to low-MW carbohydrates with high
sensitivity, precision and accuracy.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Capitulo 2:

Tratamiento de la Okara con altas presiones hidrostaticas y enzimas
especificas para solubilizar la fibra: optimizacion del tratamiento y

efectos potencialmente funcionales
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Articulo 2: Perez-Lopez, E., Mateos-Aparicio, |., Ruperez, P. (2016). Okara
treated with high hydrostatic pressure assisted by Ultraflo® L: Effect on solubility of
dietary fibre. Innovative Food Science and Emerging Technologies, 33, 32-37. DOI:

http://dx.doi.org/10.1016/j.ifset.2015.12.017.

Articulo 3: Perez-Lopez, E., Mateos-Aparicio, |, Ruperez, P. (2016).
Solubilization of Okara dietary fibre under high hydrostatic pressure aided by

Viscozyme® L. Innovative Food Science and Emerging Technologies (En revision).
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Material suplementario 1: Tratamiento combinado con APH y enzimas y su
efecto en otras propiedades funcionales de la Okara: Capacidad antioxidante y de

inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina.

Material suplementario 2: Tratamiento combinado con APH y enzimas y posible

mecanismo de accion sobre celulosa como sustrato modelo.
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Resumen

Introduccion: La Okara es un subproducto barato y con gran contenido en fibra
insoluble. Tiene posibles efectos prebidticos y como suplemento en la pérdida de peso,
segln investigaciones previas. No obstante, se podrian mejorar sus caracteristicas
nutricionales si se aumenta el contenido de fibra soluble. Existen métodos quimicos,
enzimaticos o fisicos que pueden incrementar este contenido. Las APH se han utilizado
previamente en la Okara para este propdsito, pero no en combinacion con enzimas
hidroliticas alimentarias, lo cual constituye un método novedoso que se esta empezando
a estudiar en alimentos, ya que se ha visto que las APH aumentan la actividad de ciertas

enzimas.

Objetivos: Desarrollar un tratamiento optimizado de APH en combinacién con
enzimas hidroliticas que solubilice la fibra de la Okara y estudiar los efectos de dicho
tratamiento en las fracciones de la fibra y en los oligosacaridos, asi como en otras

propiedades potencialmente funcionales de Okara.

Metodologia: En un primer lugar, las condiciones del tratamiento
(concentracion de enzimas y de Okara) se han optimizado a presion atmosférica (0,1
MPa) mediante el empleo de MSR y el estudio de la cinética de ambas enzimas
(Ultraflo® L y Viscozyme® L) en Okara. Después, se ha tratado la Okara con un
tratamiento combinado de enzimas y APH (400 y 600 MPa). El incremento en fibra
soluble se ha medido con el método optimizado de HPLC-ELSD con una columna de
exclusion molecular (TSK-gel). Ademas, esta metodologia se ha ampliado para su uso
con una columna de intercambio ionico (Aminex), lo que ha permitido cuantificar e

identificar los oligosacaridos liberados por el tratamiento. Asimismo, se ha estudiado el
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efecto del tratamiento en la fibra insoluble de Okara mediante una técnica clasica de
separacion de las fracciones de la fibra (Método enzimético-gravimétrico AOAC 991.43
modificado con diélisis) lo que ha permitido comparar la efectividad de ambos métodos
de anélisis, el tradicional (AOAC vy analisis espectrofotométrico) y el nuevo

cromatografico (HPLC-ELSD).

Resultados: Se ha establecido que una proporcién 1:40 enzima / Okara (v/m) es
capaz de hidrolizar Okara a presion atmosférica en condiciones simples (pH 7, 37 °C).
Se ha pretendido minimizar el volumen de enzimas a utilizar para que el proceso sea
econémicamente viable. Ademas, se ha comprobado que no hay sinergia ni
antagonismo entre las dos enzimas Ultraflo® L y Viscozyme® L. Cuando se aplican las
APH en combinacion con cada una de las enzimas, se observa una sinergia entre ambos
tratamientos, siendo el més efectivo el de 600 MPa, 30 min, 1:40 enzima / Okara. Los
carbohidratos solubles aumentan de concentracion, llegando a suponer un 13,5-15,6 %
(con Viscozyme® L y Ultraflo® L y APH, respectivamente), el doble de su concentracién
en la Okara nativa. Se aprecia una ligera mejor actuacién de Ultraflo® L. Cuando se
estudian con detalle los polisacaridos y oligosacaridos liberados, se observa un
incremento en la concentracion de los polisacaridos similares a la inulina, asi como un
descenso de su peso molecular. EI método clasico de analisis de la fibra (AOAC) indica
que el aumento de la fibra soluble se debe a una hidrdlisis de la insoluble, ya que se
observa una disminucién en su concentracion, aunque este método ha resultado menos
preciso que el HPLC-ELSD. En lo referente a las capacidades funcionales de los
péptidos de Okara, obtenidos por hidrolisis de la proteina, se puede concluir que la
actividad antioxidante y de inhibicion de la ECA mejoran ligeramente gracias al

tratamiento combinado.
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Conclusiones: Se ha conseguido establecer las condiciones de un tratamiento
que combina APH y enzimas de grado alimentario y aumenta el contenido de
carbohidratos solubles al doble de su valor inicial a expensas de la fibra insoluble. Este
tratamiento permite utilizar directamente la Okara como ingrediente en alimentos

funcionales.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Artidg history: Okara is an abundant and inexpensive by-product from soybean, rich in total dietary fibre (>55% dry weight), but
Received 2 November 2015 poor in soluble dietary fibre (SDF, <5% dw). A combined method of high hydrostatic pressure (HHP) aided by the
Received in revised form 11 December 2015 food grade enzyme Ultraflo® L was used for SDF maximization. At atmospheric pressure, incubation time was not

Accepted 12 December 2015

Availibie online:30 Deceriber 3075 akey factor, and a ratio of 1:40 (enzyme:Okara, v/w) was able to saturate the enzyme within 120-150 min. When

HHP plus Ultraflo® L were applied, a synergy between both treatments was observed. Thus, at 600 MPa, 0.025%
Ultraflo® L and 30 min treatment, soluble carbohydrate added up to 15.64 + 0.32%, consisting of two peaks

g?g,l:v?u;g}osmﬁc pressure (9.14 + 0.18 and 0.57 + 0.01 kDa), determined by HPLC-ELSD. The combination of HHP plus Ultraflo® L on
Glucanase Okara improved the solubility of the dietary fibre, making it more suitable to be used in functional foods.

Okara Industrial relevance: There is an increasing interest in finding new prebiotics from food industrial waste, Okara
Dietary fibre has been simultaneously treated with Ultraflo® L and HHP, taking into account the industrial costs of the
Soybean procedure, and adjusting the quantity of enzyme and time of treatment to the minimum, by a Response Surface
Agrofood by-product Methodology and an enzymatic activity assay. Besides, an HPLC-ELSD direct analysis (High Performance Liquid

Chromatography with Evaporative Light Scattering Detector) was employed to monitor soluble fibre, as an
easy and fast analytical method.
© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Abstract

Okara is a cheap, abundant and valuable by-product from soybean but needs an easy
industrial method to maximize its soluble dietary fibre (SDF) content. A novel
combination of high hydrostatic pressure (HHP) assisted by the food-grade enzyme
Viscozyme®L was simultaneously used for this purpose. First, the suitability of the
enzyme to hydrolyse Okara was proven at atmospheric pressure. Thus, Viscozyme®L
(0.025%) was able to degrade Okara in 120-180 min, and the most effective conditions
were found at pH 7 and 37 °C. Synergy between HHP and Viscozyme®L was observed,
in terms of SDF release and molecular weight decrease, as determined by direct High
Performance Liquid Chromatography - Evaporative Light Scattering Detector analysis
(HPLC-ELSD). In fact, at 600 MPa, 0.025 % Viscozyme®L and 30 min treatment, SDF
content was 2.50-times higher than in native Okara, achieving a concentration of

13.53+0.30%, which improved its nutritional value and applicability in functional foods.

Industrial relevance: HHP is a novel technological process which is useful for
increasing the added value of by-products like Okara by solubilizing their dietary fibre.
Some enzymes increase their activity when they are under HHP. A simultaneous
method with Viscozyme ®L and HHP on Okara has been optimized for reducing the

industrial cost of the process. *

! CHO, carbohydrates; FBG, fungal beta glucanase; FOS, fructo-
oligosaccharides; GOS, galacto-oligosaccharides; HHP, high hydrostatic pressure;
HPLC-ELSD, high performance liquid chromatography - evaporative light scattering
detector; IDF, insoluble dietary fibre; MW, molecular weight; PS, polysaccharides;

RSM, response surface methodology; SDF, soluble dietary fibre.
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Keywords: High hydrostatic pressure; hydrolases; Viscozyme® L; Okara; soybean;

byproduct

115



Resultados

1. Introduction

Okara is a cheap and abundant by-product derived from soybean after extracting the
soluble fraction for tofu or soymilk production (Mateos-Aparicio, Redondo-Cuenca,
Villanueva, Zapata-Revilla, & Tenorio-Sanz, 2010; O’Toole, 1999). As 1.2 kg of fresh
Okara is produced from 1 kg of soybean, tonnes of Okara are produced worldwide,
especially in China, Japan and Korea (Li, Qiao, & Lu, 2012). Currently, the production
of soybean, and consequently, of Okara, has increased in Western countries (Espinosa-
Martos & Ruperez, 2009; Prestamo, Ruperez, Espinosa-Martos, Villanueva, &
Lasuncion, 2007). In 2013, the area for soybean crop in the world was more than 111
million Ha (105 million Ha in 2012), and the production, 276 million tonnes (6.99
million tons of seeds), while in Europe, the harvested area was 3.17 million Ha in 2013
(500 Ha in Spain) and the production, 5.94 million tonnes (1400 tonnes in Spain) (FAO,

2015).

Nowadays, Okara is mostly thrown away, but another alternative would be to use it as a
valuable source of dietary fibre (Mateos-Aparicio, 2011; Mateos-Aparicio, Redondo-
Cuenca, & Villanueva, 2013; Villanueva, Yokoyama, Hong, Barttley, & Ruperez,
2011), as by-products are new interesting sources of bioactive compounds (Gullon et
al., 2009; Mateos-Aparicio, 2011; Mateos-Aparicio et al., 2013; Rastall & Gibson,
2015). Okara has a total dietary fibre content up to 54.3-55.5 % (50.1-50.8 % insoluble
dietary fibre, IDF and 4.2-4.7 % soluble dietary fibre, SDF) (Mateos-Aparicio,
Redondo-Cuenca, Villanueva, et al., 2010), which makes it an interesting potential
weight loss and prebiotic supplement (Prestamo et al., 2007; Redondo-Cuenca,

Villanueva, & Mateos-Aparicio, 2008; Villanueva et al., 2011).
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Okara is rich in IDF, but poor in SDF (responsible of the prebiotic and anti-carcinogenic
effect), so a simple transformation by the industry to maximize the content of SDF
would be most interesting (Courtois, 2009; Charalampopoulos & Rastall, 2012; Mudgil
& Barak, 2013; Villanueva, Perez-Cozar, & Redondo-Cuenca, 2013). Different
approaches have been used for increasing the content of SDF as chemical, using alkali
to release antioxidant polysaccharides (Mateos-Aparicio, Mateos-Peinado, Jimenez-
Escrig, & Ruperez, 2010) or enzymatic treatment of Okara with food grade enzymes at
atmospheric pressure, as Ultraflo® L (Kasai, Murata, Inui, Sakamoto, & Kahn, 2004;
Villanueva et al., 2013), and also with high hydrostatic pressure (HHP) (Li et al., 2012;
Mateos-Aparicio, Mateos-Peinado, & Ruperez, 2010). Thermal treatments could also
increase SDF content, but have disadvantages, as they change the organoleptic attributes
of substrates (San Martin, Barbosa-Canovas, & Swanson, 2002). The effect of
combined HHP and enzymatic treatment has been reported in some foods, as HHP
enhances the activity of some enzymes due to a change in the active site or in substrate
specificity (Claeys, Van Loey, & Hendrickx, 2003; Garcia-Mora, Penas, Frias, Gomez,
& Martinez-Villaluenga, 2015; San Martin et al., 2002). HHP assisted by Ultraflo® L
(xylanase and cellulase activities) has been previously applied to Okara for soluble
carbohydrates maximization (Perez-Lopez, Mateos-Aparicio, & Ruperez, 2016). Also,
the food grade enzyme Viscozyme® L (xylanase, cellulase and hemicellulase activities)
has been applied under HHP for the extraction of bioactive molecules in cactus (Kim &
Han, 2012) and for the extraction of oligosaccharides from Okara (Pérez-Lopez,
Mateos-Aparicio, & Rupérez). However, to the best of our knowledge, the combined
effect of HHP and Viscozyme® L in total carbohydrates of Okara has not been assessed
before, the simultaneous treatment has not been optimized for Viscozyme® L, and

neither has a comparison between enzymes (Ultraflo® L and Viscozyme® L) on Okara.
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Therefore, our aim was to design, optimize and analyse a simultaneous HHP and
Viscozyme® L treatment that can be easily applied, in order to maximize the soluble

carbohydrate content of Okara and to compare the activity of both enzymes on Okara.
2. Materials and Methods
2.1. Materials, reagents, samples and equipment

A local food processing industry (Toofu-Ya S.L., Arganda del Rey, Madrid, Spain)
provided fresh Okara from soybean [Glycine max (L.) Merr]. It was freeze-dried (Virtis
Bench Top 3 L, Hucoa-Erléss S.A., Madrid, Spain) and defatted by extraction with
ethyl ether in a Soxtec System (Tecator, Hogands, Sweden). Before any treatment,
Okara was hydrated in water or acetate buffer (1-5 %, w/v, pH 5) at room temperature
with constant shaking in a rotatory shaker overnight (Heidolph Reax 2, Heidolph
Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Germany). Enzymatic treatments were
performed with two commercial food-grade enzymes, Viscozyme® L a beta-glucanase
(endo-pB-1,3(4)-), with xylanase, cellulase and hemicellulase activities and Ultraflo® L,
another beta-glucanase (endo-p-1,3(4)-), with both xylanase and cellulase activities

(Novozymes Spain, S.A., Pozuelo de Alarcon, Madrid, Spain).

All other reagents and carbohydrate standards used were of chromatography grade. All
solutions, including, dilutions and mobile phases were prepared with ultrapure water
(Resistivity 18.2MQ cm at 25 °C; Milli-Q Integral 5 Water Purification System from

Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
2.2. Optimization of Viscozyme® L treatment at atmospheric pressure

Before applying a treatment with HHP plus Viscozyme® L on Okara, the procedure and

enzyme conditions were optimized at atmospheric pressure.
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2.2.1. Enzymatic activity of Viscozyme® L on Okara and Cellulose

Okara or commercial a-Cellulose samples (5.5 mg mL™ in acetate buffer, pH 5) were
treated with Viscozyme® L (concentrations of 0.0125 %, 0.025 % and 0.05 %,
enzyme:substrate v/w) at 55 °C for 5, 15, 30 and 45 min. Density (g/mL) of the enzyme
was assessed to express the results in Fungal Beta Glucanase (FBG g™). Reducing
carbohydrates (neutral sugars and uronic acids) were spectrophotometrically measured
by the 3,5-dinitrosalicylic acid assay (DNS) for reducing sugars (Miller, 1959) adapted

to microplate by volume adjustment by us.

2.2.2. Improvement of the enzymatic treatment of Okara by Response Surface

Methodology (RSM)

Box-Behnken design was used to elucidate and predict the response of the treatment.
Independent variables and their ranges included: concentration of Okara (0.75-1.50 %
w/iv), Viscozyme® L (0.5-1.5 % v/w) and time (15-90 min). Temperature was fixed at 55
°C, which is the optimum point of the enzyme. Response was measured by HPLC-
ELSD (soluble carbohydrates, MW between 5.7 and 1.9 kDa) as in 2.2.3., 2.2.4. and

2.4. and expressed as mg L™ (Condezo-Hoyos, Perez-Lopez, & Ruperez, 2015).

Minitab 16 software was used to design the Response Surface experiments (Box-
Behnken Design) and to perform the Response Surface Regression and the analysis of

Variance (P < 0.05) as previously described by our group (Condezo-Hoyos et al., 2015).
2.2.3. Enzymatic kinetics of Viscozyme® L on Okara as substrate

A substrate of 1 % of pre-hydrated Okara in acetate buffer (pH 5) was used to study the
enzymatic kinetics of Viscozyme® L. 0.05 %, 0.025 %, 0.01 % and 0.005 % v/w of

enzyme were used for the incubation in a water bath at 55 °C with constant shaking, and

119



Resultados
aliquots were taken at 15, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 min. A control was prepared
with 0.01 % Viscozyme® L previously shocked by heat (100 °C for 10 min). All samples
were frozen to stop enzyme activity and then defrosted and injected into the HPLC-
ELSD, and soluble carbohydrates (MW < 2.7 kDa) were measured as in 2.2.2, 2.2.4.
and 2.4, using the same method and standards as described by our group (Condezo-

Hoyos et al., 2015).

2.2.4. Enzymatic treatment of Okara with Viscozyme® L vs Ultraflo® L at atmospheric

pressure

To assess the capability of Viscozyme® L to hydrolyse insoluble fibre of Okara under
different conditions of temperature and pH (optimum conditions are 55 °C, pH 5, but are
not convenient for an industrial purpose), diverse situations were evaluated, and
compared with another food-grade enzyme, Ultraflo® L. For this objective, pre-hydrated
sample of Okara 1 % (w/v) in water or acetate buffer was treated with either
Viscozyme® L or Ultraflo® L, (concentration of 0.025 % or a mixture of 0.0125 % of
each enzyme, v/w) at pH 7 or 5, 37 °C or 55 °C, for 15 or 30 min in a water bath with
constant shaking. Then, samples were stored at -20 °C, until HPLC-ELSD analysis, as

in2.2.2.,2.2.3.and 2.4.
2.3. HHP treatment of Okara assisted by Viscozyme® L

Pre-hydrated Okara solution 1 % (w/v) in water was treated with high hydrostatic
pressure (HHP) (400 and 600 MPa) and Viscozyme® L (concentration of 0.025 %, v/w),
at 40 °C for 15 or 30 min. Pressure build-up and release times were not considered (less
than 1.5 min). The treatment was performed in vacuum-sealed plastic bags (Doypack,
110x200x35 mm size, 75 um film thick, Polyskin XL, Amcor Flexible Hispania,
Granollers, Barcelona, Spain) in a Stansted SFP 7100:9/2C equipment, using water as
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pressure transmitting medium. Subsequent untreated control (0.1 MPa, atmospheric
pressure at 22 + 1 °C) was also performed. After the treatment with HHP and
Viscozyme® L, samples were stored at -20 °C and then filtered for HPLC-ELSD

analysis.
2.4. Soluble carbohydrate analysis by HPLC-ELSD

Prior to the HPLC-ELSD analysis, samples were filtered through 0.45 um syringe filters
(cellulose acetate, 25 mm diameter, Analisis Vinicos, Tomelloso, Toledo, Spain) and
injected. High Performance Liquid Chromatography with Evaporative Light Scattering
Detector (HPLC-ELSD) was used for carbohydrate analysis (Condezo-Hoyos et al.,
2015; Perez-Lopez et al., 2016). Soluble extracts of the different samples were injected
and soluble carbohydrates released were quantified from area data and their MW
estimated from retention times, with different log-calibration curves as in (Condezo-
Hoyos et al., 2015). Carbohydrate standards with a wide range of molecular weight
were assayed by direct HPLC-ELSD method to compare with the mean retention time
(RT, min) of Okara samples: Dextran T-70 (RT: 11.83 + 0.07 min, 70 kDa), Dextran T-
10 (RT: 13.39 £ 0.06 min, 10 kDa), Inulin (RT: 14.02 £ 0.04 min, 5.93 estimated kDa),
Stachyose (RT: 14.65 + 0.02 min, 0.67 kDa), Raffinose (RT: 14.74 + 0.03 min, 0.52
estimated kDa), D (+)-Glucose (RT: 15.04 + 0.04 min, 0.18 kDa), and D (+)-xylose

(RT: 15.12 £ 0.05 min, 0.150 kDa).
2.5. Statistical analysis

Results were expressed as mean values + standard deviation. At least three different
measurements were accomplished for each mean. Comparison of means was performed
by one-way analysis of variance (ANOVA) with a significance level of P < 0.05
according to Statgraphic version 5.1.
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3. Results and discussion
3.1. Optimization of Viscozyme® L treatment at atmospheric pressure

The suitability of Viscozyme® L to hydrolyse Okara was assessed at atmospheric
pressure (0.1 MPa). This was an important subject, as the conditions for optimal
Viscozyme® L activity, according to the product data information, were 55 °C and pH 5,
but these were not suitable for an easy industrial adaptability, as water as solvent and

room temperature are the preferred conditions.
3.1.1. Enzymatic activity of Viscozyme® L on Okara and Cellulose

To assess the activity of Viscozyme® L to hydrolyse Okara under its optimal conditions
(pH 5, 55° C), a comparison between Okara and a-Cellulose as substrates was made. As
the results were expressed as FBG, the higher value corresponded with the lower
enzyme activity. Viscozyme® L was 1.5-times more effective on a-Cellulose than on
Okara, as expected due to the great complexity of its cell wall (Espinosa-Martos &
Ruperez, 2009; Kasai et al., 2004; Mateos-Aparicio, Redondo-Cuenca, & Villanueva,
2010; Perez-Lopez et al., 2016) (Table 1). However, the activity was lower than the one
specified by the product data information and the one achieved by our group using
Ultraflo® L on Okara (Perez-Lopez et al., 2016). Nevertheless, Viscozyme® L has
previously been applied to soybean (Chen, Zeng, Rao, & Lin, 2014; Kyung-Hyung,
Min-Ji, & Myung-Ki, 2002; Rosset, Acquaro Junior, & Beleia, 2014) and Okara (Pérez-
Lopez et al.; Tseng, Tseng, & Weng, 2013; Wu, Wu, Yang, & Wang, 2012), but its

activity on Okara has not been quantified before.

3.1.2. Improvement of the enzymatic treatment of Okara by Response Surface

Methodology (RSM)
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An RSM analysis was accomplished at atmospheric pressure in order to optimize the
treatment of Okara with Viscozyme® L before applying the combined HHP + enzymatic
treatment (Fig. 1.). When Okara is treated with Viscozyme® L, there are three key
factors (enzyme and substrate concentrations and incubation time) that can affect its
effectiveness in releasing soluble carbohydrates from the insoluble fibre of Okara. The
performance of these three independent variables has been explained in Fig. 1a. and 1b.
The analysis of soluble polysaccharides was determined by HPLC-ELSD (MW between
5.7 and 1.9 kDa). When Okara concentration was fixed at 1.125 %, the maximum
content of soluble polysaccharides was achieved at 0.125 % Viscozyme® L and 80-90
min. As the maximum point was obtained at longer incubation times (80-90 min), the
saturation of the enzyme was not achieved (Fig. 1A.). When time was maintained at
52.5 min, again, a 1.5 % Okara and 1.125 % enzyme concentration achieved the best
result (Fig. 1B.). Apparently, both, time of treatment and substrate concentration were
more important variables than enzyme concentration. This result partially agreed with
Kasai (Kasai et al., 2004), where a high concentration of cellulose and long incubation
time were not needed to digest Okara. However, our group previously demonstrated that
substrate concentration was more determinant than enzyme concentration and
incubation time when Okara was treated with Ultraflo® L (Perez-Lopez et al., 2016), so
different behaviours for each enzyme have been highlighted. In other research work,
Viscozyme® L treatment was performed on ~7 % Okara and 3 % Viscozyme® L for 150
min to extract oligosaccharides (Wu et al., 2012), which were not appropriate conditions

according to our results.

Additionally, Minitab 16 software predicted an optimum treatment condition with 1.5 %
Okara, 1.18 % Viscozyme® L and 90 min. Both, time and substrate concentration were

in the upper limit of the range and longer treatments are not convenient for industrial
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purposes, consequently more research work was needed in order to clarify the kinetics

of Viscozyme® L on Okara as it is explained in the next subsection (3.1.3.).
3.1.3. Enzymatic kinetics of Viscozyme® L on Okara as substrate

In Fig. 2., the kinetics of Viscozyme® L on 1 % Okara as substrate can be observed.
Viscozyme® L was capable to hydrolyse Okara in a low concentration of the enzyme, as
differences could be observed between the 0.005 % Kinetics and the control. Saturation
point in 150 min could be detected in the kinetics of 0.05 % Viscozyme® L (1:20
enzyme/Okara, v/w). However, in the 0.025 % enzyme (1:40 enzyme/Okara, v/w), a
saturation point was seen in 120 min with further increase afterwards, suggesting that
Viscozyme® L applied to Okara did not show a simple kinetics, although this was not
observed in every treatment. The great structural complexity of Okara cell wall might be
causing this behaviour, with primary and secondary cell walls (Kasai et al., 2004), as
well as pectins, proteins, cellulose, hemicellulose and xyloglucans (Mateos-Aparicio,
Mateos-Peinado, Jimenez-Escrig, et al., 2010; Mateos-Aparicio, Redondo-Cuenca, &
Villanueva, 2010). All these results were comparable with a previous work about the
kinetics of Ultraflo® L on Okara, where a 0.025 % enzyme was saturated within 120-
180 min (Perez-Lopez et al., 2016). In other studies, 1 % (Chen et al., 2014), or 0.045 %
Viscozyme® L (Rosset et al., 2014) were applied to soybean and 3 % to Okara (Wu et

al., 2012), which would be similar to our results.

3.1.4. Enzymatic treatment of Okara with Viscozyme® L vs Ultraflo® L at atmospheric

pressure

A comparison between the activity of either Viscozyme® L or Ultraflo® L and a mixture
of both food-grade enzymes was accomplished on Okara using different conditions
(Table 2). Surprisingly, total carbohydrates and polysaccharides released from Okara (%
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dry sample) under Viscozyme® L treatment at pH 7 and 37 °C for 30 min were 1.15 and
1.30-times higher than the corresponding treatment with Viscozyme® L under its optimal
conditions (pH 5 and 55 °C). Moreover, they were 1.08 and 1.11-times higher than the
combined treatment with Viscozyme® L (xylanase, cellulase and hemicellulase
activities) + Ultraflo® L (xylanase and cellulase activities), so a synergy between both

enzymes could be excluded, probably due to competition for the same binding site.

In other studies, Viscozyme® L was used at pH 5.2 and 50 °C (Chen et al., 2014), at 50
°C (Kyung-Hyung et al., 2002), at pH 4.5 and 60 °C (Rovaris et al., 2012) on soybean,
at pH 3.5 and 45 °C on Okara (Wu et al., 2012), or at 40 °C on cactus (Kim, Park, Yu,
Imm, & Suh, 2014), so an experiment to evaluate the behaviour of Viscozyme® L under
different conditions was needed. Remarkably, the treatment of Okara with Viscozyme®
L at pH 7 and 37 °C for 30 min was the most effective one and the most suitable for an

easy industrial application. These conditions were used onwards for the rest of

experiments.
3.2. Soluble carbohydrates in HHP treated Okara assisted by Viscozyme® L

The results from the direct HPLC-ELSD analyses of the soluble polysaccharides and
oligosaccharides are shown in Table 3 and Fig. 3. Peak A (23.78 = 0.40 - 14.26 + 1.23
kDa) and peak B (6.17 + 0.33 - 11.08 £ 0.87 kDa) (Table 3) corresponded to a
polysaccharide with a greater MW than Inulin, which MW was estimated as 5.94 kDa
(Condezo-Hoyos et al., 2015). Peak C, had an average MW of 0.46 = 0.09 kDa, which
was equivalent to the one obtained for the trisaccharide raffinose (0.47 kDa). However,
as this was a wide peak (Fig. 3.), the presence of other low MW carbohydrates, as
stachyose (0.65 kDa), or even di- or monosaccharides, could also be possible. In fact, in

other studies, raffinose and stachyose were found as a single peak, and the presence of
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arabinans, galactans, arabinogalactans, xylogalactans or glucans was suggested when
Okara was treated with Ultraflo® L at atmospheric pressure (Villanueva et al., 2013). A
significant decrease in the MW of the polysaccharides was noticed when the enzyme
was added (up to 47 % when 600 MPa was applied for 15 min), suggesting a synergy
between HHP and Viscozyme® L. Synergy between some o- and B-amylases
(hydrolases) and HHP (400-600 MPa) has been previously observed (Gomes, Clark, &
Ledward, 1998; San Martin et al., 2002). According to Perez-Lopez et al., 2016, a
synergy between Ultraflo® L and HHP was revealed. This might be due to changes in
the three-dimensional structure of enzyme, affecting the active site, and promoting an
interaction with the substrate (Claeys et al., 2003; Garcia-Mora et al., 2015) or to a
pressure-induced decompartmentalization, enabling a closer contact between the
enzyme and substrate (Rastogi, Raghavarao, Balasubramaniam, Niranjan, & Knorr,

2007).

The decrease in polysaccharide MW is important since low molecular weight
polysaccharides (Ramnani et al., 2012) and oligosaccharides (fructo-oligosaccharides,
FOS and galacto-oligosaccharides, GOS) have potential prebiotic properties (Rastall &
Gibson, 2015; Roberfroid et al., 2010; Slavin, 2013). Soybean-derived oligosaccharides
and Okara dietary fibre have proven their beneficial effect as potential prebiotics or
weight loss supplement (Jimenez-Escrig, Tenorio, Espinosa-Martos, & Ruperez, 2008;
Mateos-Aparicio, Mateos-Peinado, Jimenez-Escrig, et al., 2010; Prestamo et al., 2007),

although further studies in humans could be necessary (Corzo et al., 2015).

The concentration of polysaccharides (% dry weight) increased according to treatment
intensity, except for the concentration of those in peak A (Table 3 and Fig. 3.). The

addition of Viscozyme® L to the HHP treatment improved the release of soluble
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carbohydrates, confirming the synergic effect of the combined treatment. In fact, at 600
MPa for 30 min, the concentration of peak B and peak C increased 1.42- and 1.33-fold
respectively when Viscozyme® L was added. Furthermore, synergy can also been
perceived comparing the Viscozyme® L treatment under atmospheric pressure (Table 2),
to the combined treatment. The 600 MPa and 30 min treatment is shown in detail in Fig.
3. Comparing the control at 0.1 MPa with the 600 MPa, 0.025 % Viscozyme® L
treatment, total CHO and polysaccharides, were 2.50 and 3.20-times higher, adding up
t0 13.53 £ 0.30 % and 4.27 + 0.26 % respectively. Therefore, a treatment with 600 MPa,
0.025 % Viscozyme® L, 30 min was the ideal one to solubilize SDF of Okara. These
results were slightly lower than in Perez-Lopez et al., 2016, where Ultraflo® L was
employed, achieving a 15.64 + 0.32 % and 7.35 £ 0.90 % of CHO and polysaccharides,
respectively, at the same conditions, maybe due to the differences between enzymatic
activities. This treatment was performed on 1 % (d.w.) Okara concentration but it could
be applied directly on fresh Okara (80 % moisture content). Interestingly from an
industrial point of view, the increase in pressure intensity from 400 to 600 MPa was less
effective than the addition of Viscozyme® L to release total CHO and polysaccharides
and the effect of longer times was mostly insignificant for all treatments (Table 3).
Likewise, results were comparable to those obtained by Mateos-Aparicio et al., 2010,
where Okara was first treated in an autoclave and then subjected to further HHP
processing. However, with this enzymatic and HHP method, the detrimental changes on
the organoleptic attributes of Okara due to thermal treatments were avoided (San Martin

etal., 2002).

The preparation of a SDF-enriched Okara, with low molecular weight carbohydrates is
interesting due to its potentially healthy properties, as reduction of cholesterol,

glycaemic response, cancer risk and prebiotic effect (Charalampopoulos & Rastall,
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2012). This methodology has been optimized for economy and could be industrially
applied for maximizing the SDF content of Okara and for improving its utilization as a
functional ingredient in other foods (Gullon et al., 2009; Li et al., 2012; Mateos-
Aparicio, 2011; Mateos-Aparicio et al., 2013; Tseng et al., 2013; Villanueva et al.,

2011).
4. Conclusions

The higher activity of Viscozyme® L under high pressure and its capacity to hydrolyse
Okara has been proven. Both treatments had a synergic response on Okara. This
simultaneous treatment required small amounts of enzyme (1:40 enzyme/Okara viw),
and mild conditions (pH 7, 37 °C) for SDF maximization, which can be useful for
industrial purposes. When HHP assisted by Viscozyme® L (0.025 %, 600 MPa, 30 min)
was applied, total carbohydrate and polysaccharides increased 2.50 and 3.20-times,
amounting to 13.53+0.30 % and 4.27+0.26 %, respectively, as measured by HPLC-
ELSD. SDF-enriched Okara improved its nutritional value and could be used as a

source of more balanced and prebiotic source of dietary fibre and oligosaccharides.
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Figure captions

Fig. 1 Optimization by Response Surface Method (RSM) of Okara treated with
Viscozyme® L at atmospheric pressure

Fig. 1a: Viscozyme® L concentration versus time at a fixed Okara concentration (1.125
% wiv)

Fig. 1b: Viscozyme® L concentration versus Okara concentration at a fixed time (52.5
min)

Fig. 2 Enzymatic kinetics of Viscozyme® L on Okara as substrate at atmospheric
pressure

Fig. 3 HPLC-ELSD chromatograms of Okara samples treated with HHP (600 MPa, 30
min) without Viscozyme® L (A), and with Viscozyme® L (0.025 %) (B). Retention Time
and MW of standards are represented on the chromatograms. mV: millivolts
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Fig. 1
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Fig. 2
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Table 1

Enzymatic activity of Viscozyme® L on Okara and Cellulose

Viscozyme® L 0.0125% FBG/mL FBG/g

Okara 426+4.50% 339+36°
Cellulose 285+14° 227+12°
Product data information 125 100

FBG: Fungal Beta Glucanase.
Means (n = 3) with different letters in each column differ significantly (P < 0.05).
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Resultados

Enzymatic activity of Viscozyme® L and Ultraflo® L on Okara at atmospheric pressure

Treatment conditions Peaks in chromatogram CHO PS
Enzyme . Peak 1 Peak 2 Peak 3
Enzyme o, PHOMIN o 4w, MW (kDa) %dw. MW (kDa) %dw. MW (kDa) % d.w. % d.w.
0

0 0 7 15 0.67+0.06* 23.78+0.40° 0.67+0.08* 10.02+2.40%  4.10+0.36° 0.54+0.04°  5.44+0.50° 1.34+0.16°
U 0.025 . 15 0.94+0.06" 22.03+0.30%  1.14+0.07° 10.41+1.89%  4.89+0.09° 0.48+0.05  6.97+0.09° 2.08+0.06
30 1.18+0.15° 16.45+1.78° 1.47+0.19"  8.98+1.35% 6.36+0.11" 0.39+0.03*  9.01+0.41™  2.65+0.33%
v 0.025 . 15 0.79+0.04* 23.06+0.88° 0.83+0.07% 10.49+0.37%  4.61+0.07™ 0.42+0.07®  6.23+0.27° 1.62+0.20°
30 1.39+0.07" 18.58+1.36™ 1.38+0.09"  7.22+0.64" 6.55+0.08° 0.36+0.05°  9.32+0.12¢ 2.77+0.13"
v 0.025 . 15 Nd Nd 1.84+0.18°  4.93+0.68° 5.34+0.46° 0.42+0.02®  7.18+0.44° 1.84+0.18™
30 2.13+0.17"  4.91+0.41° 6.06+0.15° 0.40+0.08*  8.19+0.19" 2.13+0.31°
Usv oopses 7 1 0.79+0.03* 23.12+1.22° 0.73£0.09* 11.1440.11°  4.31+0.20® 0.45+0.05*  5.83+0.26° 1.52+0.15"
30 1.13+0.09° 17.95+0.93®  1.36+0.13"  6.63+0.08 6.14+0.20" 0.43+0.05®  8.63+0.39°  2.49+0.20%

U: Ultraflo® L; V: Viscozyme® L; U+V: Ultraflo® L + Viscozyme® L; *: Under optimal conditions of Viscozyme: pH 5 and 55 °C; **:0.0125 %:
each enzyme. Nd: Not detected. CHO: Carbohydrates, PS: Polysaccharides. d.w.: dry weight.
Means (n = 3) with different letters in each column differ significantly (P < 0.05).
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Table 3

Direct HPLC-ELSD analysis of soluble fraction released from Okara treated with HHP and assisted by Viscozyme® L

Treatment conditions Peaks in chromatogram TOt%E%UbIe Soluble PS
Peak A Peak B Peak C (Peak A+B+C)  (PEKAYB)  pS/CHO PS/peak C

HHP (MPa) min Viscozyme®L% % d.w. MW (kDa) %dw. MW (kDa) % dw. MW (kDa) % d.w. % dry sample
0.1 15 0 0.67+0.06 23.78+0.40" 0.67+0.08* 10.02+2.40° 4.10+0.36° 0.54+0.04° 5.44+0.50° 1.34+0.16°  0.246 0.246
15 0 1.6240.23 20.36+1.49° 1.75:0.12" 11.08+0.87% 7.03+0.22° 0.51+0.02*  10.40+0.34° 3.37£0.26° 0324  0.324
400 0.025 1.76+0.32 17.57+2.05"¢ 2.53+0.37° 6.31+0.79° 8.79+0.19° 0.30+0.06° 13.08+0.52° 4.29+0.49°  0.328 0.328
30 0 1.75%0.17 20.01+2.14* 1.76+0.12" 10.67+0.30° 7.04+0.15° 0.47+0.04°  10.55+0.25" 3.51+0.21° 0333  0.333
0.025 1.95+0.31 16.92+1.02® 2.40+0.19" 6.74+0.36° 8.67+0.49° 0.35+0.01° 13.02+0.61° 4.35+0.37°  0.334 0.334
15 0 1.49+0.17 21.03+2.38° 1.68+0.09° 10.14+2.07° 6.96+0.10° 0.61+0.06° 10.13+0.22° 3.17+¢0.19°  0.313 0.313
500 0.025 1.89+0.21 14.26+1.23% 2.21+0.37* 6.17+0.33° 9.12+0.56° 0.43+0.07" 13.22+0.70° 4.10+0.43*  0.310 0.310
0 1.7240.23 19.42+1.53%® 1,78+0.32° 12.29+0.79° 6.96+0.22° 0.53+0.02¢ 10.46+0.45° 3.50+0.40°  0.335 0.335
0.025 1.7440.22 16.77+1.60®° 2.53+0.13° 6.60+0.75° 9.26+0.15° 0.48+0.04°  13.53+0.30° 4.27+0.26°  0.316 0.316

Nd: Not detected. CHO: Carbohydrates, PS: Polysaccharides. d.w.: dry weight.
Means (n = 3) with different letters in each column differ significantly (P < 0.05).
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Highlights

e AOAC official method detects changes in SDF content of Okara treated with
HHP and enzymes

e Enzymatic and HHP treatment of Okara increases SDF due to IDF hydrolysis

e Direct HPLC-ELSD detection method is twice as sensitive than AOAC and
faster

e Interferences of the AOAC detection methodology are detected
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Abstract

Okara is a promising by-product from soybean and a rich source of dietary fibre, chiefly
insoluble (IDF). To increase its solubility and functionality, a treatment with high
hydrostatic pressure (HHP) assisted by food grade enzymes -Ultraflo® L or Viscozyme®
L- has been performed. To monitor the effectiveness, an analysis of dietary fibre,
mainly the soluble fraction (SDF), was accomplished by the AOAC enzymatic—
gravimetric method with dialysis followed by both, spectrophotometric methods and
High Performance Liquid Chromatography with Evaporative Light Scattering Detector
(HPLC-ELSD) analysis of the soluble fraction. A significant increase in SDF (=1.5-
times) to the expense of a decrease in IDF was shown and chromatograms revealed two
peaks of 95 and 22 kDa. Thus, treated Okara possessed a more balanced and convenient
ratio of soluble to insoluble dietary fibre, which could have health benefits as prebiotic.
Inbuilt interferences of the official AOAC’s method for dietary fibre were confirmed
and the direct HPLC-ELSD approach was about twice more sensitive than
spectrophotometric methods. Consequently, the direct HPLC-ELSD analysis of the
supernatant is proposed as a cheaper, faster and reliable method. Combined HHP-

treatments plus specific enzymes represent a promising alternative for the valorisation

and preservation of agrofood by-products.

Keywords: Okara; Agrofood by-product; HHP; Ultraflo® L; Viscozyme® L; SDF

analysis
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1. Introduction

Nowadays, by-products are promising sources of bioactive compounds and prebiotics
(Gullon et al. 2009; Mateos-Aparicio 2011; Mateos-Aparicio et al. 2013; Rastall and
Gibson 2015). Among them, Okara from soybean, a by-product of soymilk or tofu
industries (Mateos-Aparicio et al. 2010c; O’Toole 1999) is cheap, abundant and a
valuable source of dietary fibre (50 % insoluble dietary fibre, IDF and 4.5 % soluble
dietary fibre, SDF) (Mateos-Aparicio et al. 2010c), which makes it a potential prebiotic
supplement (Jimenez-Escrig et al. 2008; Prestamo et al. 2007; Redondo-Cuenca et al.
2008). However, as Okara is mostly insoluble, different approaches are used to increase
its SDF content, which is responsible for the prebiotic and anti-carcinogenic effects
(Charalampopoulos and Rastall 2012), These include, chemical (Mateos-Aparicio et al.
2010a), enzymatic treatments with food grade hydrolytic enzymes at atmospheric
pressure, such as Ultraflo® L or Viscozyme® L (Kasai et al. 2004; Rovaris et al. 2012;
Ruperez et al. 2011; Villanueva et al. 2013), as well as high hydrostatic pressure (HHP)
treatment (Li et al. 2012; Mateos-Aparicio et al. 2010b) are employed to release soluble
carbohydrates from the complex cell wall found in Okara. Moreover, a combination of
HHP and enzymatic treatment has been used, since HHP can enhance the activity of
some enzymes on Okara’s cell wall, achieving up to 3.5-times higher soluble content
after Ultraflo® L hydrolysis under HHP (Perez-Lopez et al. 2016), measured by a direct
HPLC-ELSD method. However, SDF and IDF have not been measured by the official
AOAC method, and a comparison between both methods is needed. Therefore, the aim
of this work is to compare the direct HPLC-ELSD method with the official AOAC
method in samples of Okara treated with HHP and enzymes and to develop the
application of the optimized HPLC-ELSD method for SDF analysis after AOAC

procedure.
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2. Materials and methods
2.1. Materials, reagents, samples and equipment

A local food processing industry (Toofu-Ya S.L., Arganda del Rey, Madrid, Spain)
provided fresh Okara from soybean [Glycine max (L.) Merr]. Once at the laboratory it
was freeze-dried (Virtis Bench Top 3 L, Hucoa-Erléss S.A., Madrid, Spain) and
defatted by extraction with ethylic ether in a Soxtec System (Tecator, HOoganas,
Sweden). Before any further treatment, Okara was re-hydrated in water (1 % wi/v)
(Perez-Lopez et al. 2016). Enzymatic treatments were performed with two commercial
food-grade endo-B-1,3(4)-glucanases: Ultraflo® L, with both xylanase and cellulase
activities, and Viscozyme® L, with xylanase, cellulase and hemicellulase activities

(Novozymes Spain, S.A., Pozuelo de Alarcén, Madrid, Spain).

All other reagents and carbohydrate standards used were of chromatography grade. All
solutions, including, dilutions and mobile phases were prepared with ultrapure water
(Resistivity 18.2MQ cm at 25 °C; Milli-Q Integral 5 Water Purification System from

Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
2.2. HHP treatment of Okara assisted by enzyme

Re-hydrated Okara solution (1 %, w/v) was treated with high hydrostatic pressure
(HHP) at 400 and 600 MPa, aided by Ultraflo® L or Viscozyme® L (concentration 0.025
% v/w), at 40 °C for 15 or 30 min (Perez-Lopez et al. 2016). HHP treatment was
performed in a Stansted SFP 7100:9/2C equipment, using water as pressure transmitting
medium. After treatment, samples were freeze-dried (Virtis Bench Top 3 L, Hucoa-

Erloss S.A., Madrid, Spain) for the analysis of dietary fibre by official AOAC method.

2.3. Dietary fibre analysis of Okara treated with HHP assisted by enzyme

145



Resultados

Soluble and insoluble dietary fibre fractions were determined in HHP + Ultraflo® L or
HHP + Viscozyme® L treated samples according to the modified AOAC 991.43
(Association of Official Analytical Chemists, 1995) enzymatic—gravimetric method
with dialysis (12 kDa MW cut off) (Mafas and Saura-Calixto 1993; Mateos-Aparicio et
al. 2010b) to avoid ethanolic precipitation (in AOAC 991.43 and 2011.25 methods) that
may cause an underestimation of SDF and overestimation of IDF. An aliquot of SDF

fraction was taken for direct HPLC-ELSD analysis.
2.3.1. Dietary fibre analysis by spectrophotometric methods

All the spectrophotometric methods used were previously miniaturized and adapted to
microplate by volume adjusting. According to the AOAC method, uronic acids (UA) in
SDF fraction were spectrophotometrically quantified by the Scott method (Scott 1979)
(200 pL total volume and 50-200 mg L™ galacturonic acid detection range, DR), and
neutral sugars (NS) were determined by the anthrone method (Loewus 1952) (200 pL
total volume and, 25-150 mg L™ glucose DR). Moreover, SDF and IDF fractions after
AOAC method were hydrolysed with H,SO,4 (1 M) at 105 °C for 1.5 h and reducing
sugars were spectrophotometrically measured by dinitrosalicylic acid method (DNS)
(Miller 1959) (270 pL total volume and, 250-1500 mg L™ glucose DR). Absorbance
readings were measured on a Biotek PowerWawe XS spectrophotometer. Thus, SDF
was calculated either as total neutral sugars plus uronic acids (NS + UA) or as reducing
sugars (DNS method). IDF was calculated as reducing sugars (DNS method) and total

dietary fibre (TDF) was calculated as SDF plus IDF.
2.3.2. Soluble carbohydrate analysis by HPLC-ELSD

The soluble fraction from the modified AOAC method for dietary fibre was filtered

through 0.45 pm (cellulose acetate, 25 mm diameter, Analisis Vinicos, Tomelloso,
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Toledo, Spain) and directly analysed by High Performance Liquid Chromatography
with Evaporative Light Scattering Detector (HPLC-ELSD) on a size-exclusion column,
as previously reported for carbohydrate analysis (Condezo-Hoyos et al. 2015; Perez-
Lopez et al. 2016). SDF was quantified from area data and MW estimated from

retention times, with log-calibration curves (Condezo-Hoyos et al. 2015).
2.4. Statistical analysis

Results were expressed as mean values + standard deviation. At least, three different
measurements were accomplished for each mean. Comparison of means was performed
by one-way analysis of variance with a significance level of P < 0.05 according to

Statgraphic version 5.1. (Statpoint Technologies, Inc. Warrenton, Virginia, US).
3. Results and discussion

Results from the modified AOAC procedure are shown in Tables 1 and 2 and Fig. 1
(1.1, 1.2). This method has been capable of detecting differences between samples, as
the direct HPLC-ELSD analysis did (Perez-Lopez et al. 2016). Thus, for each treatment,
an increase in SDF was observed and the 600 MPa, at 40 °C for 30 min treatment was
the most effective one with both enzymes, as in a previous work. Also, a synergy
between the HHP and the enzymatic treatment has been observed, especially in
Ultraflo® L (Table 1), which was comparable with our previous experiments (Perez-
Lopez et al. 2016). 2.9, 1.5 and 1.5-times higher SDF content using 0.025% Ultraflo® L
and 1.2, 1.3 and 1.2- times higher using 0.025% Viscozyme® L were achieved in these
conditions compared to the control, by NS+UA, DNS and HPLC-ELSD methods,
respectively. However, the direct HPLC-ELSD analysis was more sensible than the
AOAC method followed by spectrophotometric methods. Values were correspondingly
3.6- and 3.4-times lower than those reported for soluble polysaccharides measured by
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direct HPLC-ELSD method in the supernatant after treatment with 0.025% Ultraflo® L
(Perez-Lopez et al. 2016) or Viscozyme® L at 600 MPa and 40 °C for 30 min
(unpublished results). Furthermore, SDF values were reported to be lower than in
previous works on native Okara using an AOAC method (991.42) for dietary fibre
without dialysis (Redondo-Cuenca et al. 2008) and in Okara treated with HHP +
autoclaving using the same AOAC method as in this study but followed by gas liquid
chromatography of monosaccharides (Mateos-Aparicio et al. 2010b). Changes in the
IDF profile of Okara caused by the treatment with HHP and hydrolytic enzymes have
not been assessed before. Results suggested that SDF increase was due to a hydrolysis
of IDF polysaccharides, as this was reported to be 1.4 and 1.6-times lower in Ultraflo®
L and Viscozyme® L treatment at 600 MPa for 30 min, respectively (Tables 1 and 2).
This was attributable to a release of CHO from Okara’s intricate cell wall (Kasai et al.
2004; Mateos-Aparicio et al. 2010c; Villanueva et al. 2013). Considerable changes in
SDF/TDF ratio were detected (from 0.049 to 0.100 in combined treatments, as in other

previous reports (Mateos-Aparicio et al. 2010b; Perez-Lopez et al. 2016).

AOAC official method is normally used followed by spectrophotometric analysis
(Mateos-Aparicio et al. 2010b). Here, the use of the HPLC-ELSD method for analysing
the SDF fraction has been suggested instead. HPLC-ELSD chromatogram of the SDF
fraction after AOAC method revealed the existence of one peak of ~95 kDa and a
smaller one of =22 kDa, which presented a gradual decrease in its MW upon treatment
and it was more noticeable in Viscozyme® L experiment (Fig. 1.2). These low MW non-
digestible carbohydrates could have beneficial prebiotic effects as they are more easily
fermentable by specific bacteria than those with high MW (Charalampopoulos and
Rastall 2012; Jimenez-Escrig et al. 2008; Mateos-Aparicio et al. 2010a; Mateos-

Aparicio et al. 2010b; Prestamo et al. 2007; Villanueva et al. 2011). Direct HPLC-
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ELSD analysis of supernatant in Okara after treatment with HHP + Ultraflo® L (without
further AOAC method) showed three peaks of approximately 24, 10 and 0.55 kDa
(Perez-Lopez et al. 2016; Pérez-Lopez et al. 2016). The smallest MW peak corresponds
to an oligosaccharide with a degree of polymerisation of three. Non-physiological
conditions for dietary fibre by AOAC method could release high MW polysaccharides
from Okara’s cell wall, and small molecules (< 12 kDa MW) were lost during dialysis
of SDF (Villanueva et al. 2013). Thus, after modified AOAC method with dialysis only
two peaks were detected, with the loss of the smallest peaks. Therefore, direct HPLC-
ELSD analysis as reported in Perez-Lopez et al., 2016 was found to be cheaper, less
time consuming, more precise and sensitive for monitoring SDF after HHP + enzymes
treatment of samples and could directly assess the molecular weight of the
carbohydrates released without the inherent interferences of the AOAC methods for

dietary fibre analysis.
4. Conclusions

The official AOAC enzymatic—gravimetric method for dietary fibre modified with
dialysis, followed by spectrophotometric analyses, was able to detect and quantify an
increase in SDF (=1.5-times) and a concomitant decrease in IDF of Okara (=1.6-times)
in samples of Okara treated with HHP and assisted by food-grade enzymes (Ultraflo® L
or Viscozyme® L). Analysis of the SDF fraction by HPLC-ELSD method was twice
more sensitive than the spectrophotometric approaches, and revealed the presence of
two carbohydrate peaks (=95 kDa and =22 kDa MW) which could have improved
beneficial health effects. Compared to the AOAC method for dietary fibre, direct

HPLC-ELSD analysis of the supernatant after HHP + enzymatic treatment of samples
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was reported to be faster, cheaper and more precise as small MW carbohydrates can

also be detected.
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Table 1: Analysis of dietary fibre in Okara treated with HHP and assisted by Ultraflo® L

Resultados

Treatment conditions NS+UA DNS SDF by HPLC-ELSD
_ o . SDF SDF IDF TDF SDF/TDF TDF/IDF Peak 1 Peak 2 Total CHO
HHP (MPa) min Ultraflo”L %
% d.w. % d.w. % d.w. % d.w. % d.w. MW (kDa) % d.w. MW (kDa) % d.w.
0.1 0 0 1.20+0.08% 1.57+0.19° 30.27+2.78° 31.84+2.79° 0.049  1.052  1.31+0.09° 94.3+4.36 1.42+0.04° 22.64+1.81 2.73+0.09°
400 15 0 2.33+<0.01° 1.05+<0.01° 36.04+<0.01% 37.09+0.03% 0.028 1.029  2.84+0.05° 104.93+2.04 0.79+0.07° 20.51+2.81 3.63+0.12"
0.025% 2.33+<0.01° 2.12+<0.01° 33.35+0.06° 35.47+0.06° 0.060  1.064  3.19+0.04°® 99.59+0.91 0.73+0.06" 23.29+0.43 3.92+0.09“
30 0 2.21+<0.01° 0.84+<0.01* 37.10+0.02¢ 37.94+0.02°* 0.022 1.023  2.85+0.18° 105.08+0.84 0.62+0.04° 20.05+0.86 3.47+0.14°
0.025% 2.22+<0.01° 2.04+<0.01% 33.36+0.22° 35.40+0.22° 0.058 1.061  3.14+0.10° 95.14+1.31 0.78+0.13° 22.53+0.74 3.92+0.03%
600 15 0 2.17+<0.01° 1.57+<0.01¢ 38.53+0.03° 40.10+0.03%° 0.039 1.041  3.1440.04°° 98.40+1.67 0.81+0.11° 22.21+2.19 3.95+0.15%
0.025% 2.32+<0.01° 2.24+<0.01% 35.89+0.05% 38.13+0.05°® 0.059 1.062  3.41+0.02% 96.03+1.12 0.75+0.02° 22.47+0.16 4.16+0.04°
30 0 3.28+<0.01% 1.48+<0.01° 37.09+0.06° 38.56+0.06" 0.038 1.040  3.09+0.15° 99.59+1.18 0.89+0.14° 23.81+1.87 3.98+0.29%
0.025% 3.48+0.01° 2.34+<0.01° 22.16+0.07° 24.50+0.07%° 0.095  1.105  3.47+0.08° 100.64+3.17 0.73+0.06° 19.90+0.17 4.19+0.02°

NS+UA: Neutral sugars + Uronic acid; DNS: 3,5-dinitrosalicylic acid; SDF: Soluble Dietary Fibre; IDF: Insoluble Dietary Fibre; TDF: Total
Dietary Fibre; d.w.: dry weight; MW: Molecular Weight; CHO: Carbohydrates. Means (n=3) with different letters in each column differ

significantly (P < 0.05).
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Table 2: Analysis of dietary fibre in Okara treated with HHP and assisted by Viscozyme® L

Treatment conditions ~ NS+UA DNS SDF by HPLC-ELSD
HHP  Viscozyme®L SDF SDF IDF TDF SDF/TDF TDF/IDF Peak 1 Peak 2 Total CHO
min
(MPa) %
% d.w. % d.w. % d.w. % d.w. % d.w. MW (kDa) % d.w. MW (kDa) % d.w.
01 0 O 1.20+0.08 1.57+0.19° 30.27+2.78% 31.84+2.79 0.049 1.052 1.31+0.09° 94.3+4.36 1.42+0.04°® 22.64+1.81° 2.73+0.09
400 15 0 1.23+0.09 1.75+0.1° 33.58+6.46° 35.32+6.46 0.050 1.052 1.440.01* 84.12+6.3 1.34+0.05"¢ 13.82+1° 2.74+0.06
0.025% 1.3240.18 1.77+0.04° 23.94+2.24° 25.71+2.24 0.069 1.074 1.43+0.01% 93.18+3.95 1.46+0.01% 15.89+2.18° 2.89+0.01
30 0 1.27+0.07 1.75+0.17% 23.23+1.82° 24.98+1.82 0.070 1.075 1.65+0° 91.59+4.04 1.19+0.2®° 23.47+45>  2.84+0.2
0.025% 1.3640.17 1.73+0.07% 25.52+4.22° 27.25+4.22 0.063 1.068 1.67+0.07° 89.64+6.35 1.16+0.06®° 29.51+6.93% 2.83+0.09
600 15 0 1.0740.05 1.74+0.04° 26.14+2.1" 27.87+2.1 0.062 1.066 1.63+0.26° 92.19+6.97 1.09+0.18° 31.31+4.38% 2.72+0.32
0.025% 1.3+0.13 1.67+0.06° 22.65+1.74%° 24.32+1.75 0.069 1.074 1.61+0.04° 91.2645.1 1.2+0.08%° 25.36+2.51° 2.81+0.09
30 0 1.1840.11 1.71+0.1° 23.12+4.19° 24.83+4.19 0.069 1.074 1.4+0.01%® 90.63+0.14 1.19+0.13%™¢ 19.15+1.64* 2.59+0.13
0.025% 1.45+0.08 2.11+0.14° 18.83+1.31° 20.93+1.32 0.100 1.111 1.56+0.22° 91.24+0.72 1.66+0.14° 15.54+2.6%  3.22+0.26

NS+UA: Neutral sugars + Uronic acid; DNS: 3,5-dinitrosalicylic acid; SDF: Soluble Dietary Fibre; IDF: Insoluble Dietary Fibre; TDF: Total
Dietary Fibre; d.w.: dry weight; MW: Molecular Weight; CHO: Carbohydrates. Means (n=3) with different letters in each column differ

significantly (P < 0.05).
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Figure caption

Fig. 1: HPLC-ELSD chromatograms of soluble fibre after modified AOAC method in
Okara treated with HHP, assisted by Ultraflo® L (1.1) or Viscozyme® L (1.2). Treatment
conditions Okara 1%, 600 MPa for 30 min, A: without enzyme; B: with 0.025% (v/w)
enzyme. Retention time and MW of standards are represented on the chromatogram.

ELSD response is expressed in millivolts (mV)
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Fig. 1

ELSD response (mV)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

A'ﬁf'}’ history: Okara is an abundant, inexpensive and rich in dietary fibre by-product from soybean with potential prebiotic ef-
Received 5 july 2016 fect, although an increase in soluble dietary fibre (SDF) and low molecular weight carbohydrates (LMWC) would
Received in revised form 31 August 2016 be desirable. Therefore, a simultaneous treatment with food-grade enzymes (Ultraflo® L or Viscozyme® L) and

Accepted 10 September 2016

Available online 12 September 2016 high hydrostatic pressure (HHP) was used to improve LMWC profile. Release of LMWC from Okara was moni-

tored and estimated using a newly calibrated and validated HPLC method with an ion-exchange column and
evaporative light scattering detection (HPLC-ELSD). Both enzymes improved the effect of the HHP treatment.

ﬁmﬁr:&um weight carbohydrates Treatment at 600 MPa, 40 °C for 30 min achieved a decrease in the average molecular weight of polysaccharides

Okara from 12.74 4+ 3.97 kDa to 3.85 + 1.33 or 1.59 + 0.40 kDa when Ultraflo® L or Viscozyme® L were used, respec-

Soybean tively. Ultraflo® L (15 min) and Viscozyme® L (30 min) at 600 MPa, were the most effective treatments.

By-product Industrial relevance: Using industrial by-products as a source of nutraceuticals is interesting from an economical

High hydrostatic pressure point of view, The content of low molecular weight polysaccharides of Okara has been maximized to increase its

Hydrolytic enzyme value as a prebiotic. An industrial adapted treatment with high hydrostatic pressure assisted by food-grade en-
zymes has been employed. In addition, a new HPLC-ELDS method has been calibrated for monitorizating the
process.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

157



Resultados

158



Resultados

Material suplementario 1: Tratamiento combinado con APH y enzimas y su efecto en
otras propiedades funcionales de la Okara: Capacidad antioxidante y de inhibicién de

la enzima convertidora de angiotensina

Metodologia: Tras el tratamiento de la Okara con APH y enzimas (Ultraflo® L y
Viscozyme® L), se ha realizado una hidrélisis enzimética con pepsina a pH 2 (1:20
enzima / Okara, v/m), simulando in vitro las condiciones fisiologicas para estudiar el
efecto del tratamiento sobre la proteina de Okara y su capacidad bioactiva. La eficacia
de la hidrdlisis se ha medido mediante el método del TNBS. En el hidrolizado proteico
se ha medido la capacidad antioxidante mediante los métodos FRAP (ferric
reducing/antioxidant power), que mide la capacidad de reduccién y ABTS [2,20-Azino
bis (3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonate)], que mide la capacidad de captacion de
radicales libres. Asimismo, se ha estudiado la capacidad de inhibicién de la ECA,

utilizando como sustrato hippuril-L-histidil-L-leucina (HHL) (199, 258).

Resultados: Los resultados revelan una baja capacidad antioxidante en todos los
tratamientos, aunque se aprecian diferencias significativas respecto al control cuando se
trata la Okara con Viscozyme® L (FRAP) o con Ultraflo® L (ABTS), indicando una
posible hidrolisis de las proteinas de Okara en péptidos mas pequefios, que son los que
poseen mayor actividad antioxidante y de inhibicién de la ECA. Ademas, los efectos de
las enzimas pueden ser diferentes entre si (Tabla 6). Respecto a la inhibicion de la ECA,
no hay diferencias significativas entre tratamientos, aunque a mayor presion, la
inhibicién aumenta, llegando a inhibir el 87-92 % de la ECA (Tabla 7). En general,
aunque se necesitan mas estudios sobre estos efectos, se puede indicar que el
tratamiento combinado de APH con enzimas hidroliticas puede mejorar ligeramente la

funcionalidad de la Okara. A pesar de que las actividades citadas se suelen asociar a la
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presencia de péptidos bioactivos, no se puede descartar la posible implicacion de los

carbohidratos de la Okara.

Tabla 6: Capacidad antioxidante del hidrolizado proteico de Okara tras el tratamiento

con APH y enzimas.

Resultados

FRAP ABTS
. Tiemp

Presion . _ umol/g eq trolox  pmol/g eq trolox

(MPa) i) Enzima 1:40 4 min 30 min pmol/g eq trolox

0,1 0 0 1,43+£0,11 1,82 £0,07 3,33+0,40

400 15 0 1,27 +0,21 1,86 + 0,15 3,43+£0,24
15 Ultraflo® L 1,27 +0,11 2,08 +0,32 3,18+0,28
15 Viscozyme® L 2,63 +0,31* 3,38+£0,37* 4,95 + 0,80*
30 0 1,41 £ 0,08 1,82 +£0,12 4,20 £ 0,43
30 Ultraflo® L 1,66 £0,13 2,29 £0,10 4,67 +1,09*
30 Viscozyme® L 1,95 + 0,39* 2,65 £ 0,54* 3,92 +£0,22

600 15 0 1,67 + 0,06 2,19+0,23 3,69+0,17
15 Ultraflo® L 1,43+0,11 2,04+£0,12 3,96 £1,07
15 Viscozyme® L 3,18 +0,30* 4,02 £0,42* 3,72+0,76
30 0 1,41+0,48 1,88 + 0,53 3,80+£0,31
30 Ultraflo® L 1,67 £0,11 2,21 £0,02 4,80 + 1,08*
30 Viscozyme® L 2,35 + 0,36* 3,13 +0,28* 4,18 +0,16

Los asteriscos dentro de cada columna indican cambios estadisticamente significativos

con el tratamiento control P<0,05.
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Tabla 7: Capacidad de inhibicién de la ECA del hidrolizado proteico de Okara tras el

tratamiento con APH y enzimas.

Presion Tiempo Enzima1:40 % hidrdlisis % inhibicion ECA

(MPa)  (min)

0,1 0 0 35+0,69  74+922

400 15 0 34+724 80+12
15 Ultraflo®L  34+111  81+13
15 Viscozyme® L 36+1,00 81+12
30 0 45+ 267 T74+17
30 Ultraflo®L  35+6,91  86+6,67
30 Viscozyme® L 47 +2,45* 80+ 5,07

600 15 0 33+501 84+13
15 Ultraflo®L  30+0,33  84+8,63
15 Viscozyme® L 45+134* 82+10
30 0 41+234* 85+7,92
30 Ultraflo®L  31+4,01  87+9,06
30 Viscozyme® L 46+ 3,23* 92+11

Los asteriscos dentro de cada columna indican cambios estadisticamente significativos

con el tratamiento control P<0,05.
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Material suplementario 2: Tratamiento combinado con APH y enzimas y posible

mecanismo de accién sobre celulosa como sustrato modelo

Metodologia: Se ha llevado a cabo un experimento adicional para estudiar con
mayor profundidad como actia sobre la matriz de Okara el tratamiento combinado de
enzimas hidroliticas y alta presion hidrostatica. Para ello, se han tratado muestras de
celulosa en estado cristalino (a-celulosa, Sigma) y de celulosa (papel de filtro) con las
mismas condiciones que han sido optimizadas para la Okara (1:40 enzima / sustrato,
v/m), 400 y 600 MPa y 30 minutos de tratamiento. Se han analizado los resultados con
el método optimizado HPLC-ELSD equipado con la columna TSK-gel para estudiar los

carbohidratos totales y con la columna Aminex para los oligosacaridos.

Resultados: Los resultados de las siguientes Tablas (8-11) revelan una baja
recuperacion en todas las condiciones y métodos empleados y una ausencia del efecto
de disminucién del PM observado en la Okara. En la mayoria de los casos, solo se
solubiliza el 1% de la muestra tratada, y no hay diferencias con el tratamiento control.
Esto sugiere que en primer lugar, el tratamiento ha sido optimizado para la Okara,
minimizando la concentracion de enzima empleada, y ésta puede ser insuficiente para
las muestras de celulosa. En segundo, indica que bajo presion se pueden hacer mas
accesibles para las enzimas puntos de corte dentro de las complejas paredes celulares de
la Okara, que no estan presentes ni en la estructura microcristalina de la celulosa ni en el
papel de filtro. También se aprecia que Ultraflo® L tiene una ligera mayor actividad que
Viscozyme® L y que los resultados son algo mejores cuando la muestra tratada es la a-

celulosa microcristalina.
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Tabla 8: Andlisis de los carbohidratos totales por HPLC-ELSD en columna TSK-gel de

a-Celulosa tratada con APH y enzimas.

Presion Enzima Pico A Pico B Pico C Total
(MPa) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS PM(kDa) % PS
0,1 Control 0,44+0,03 7,06+0,66 0,44
400 Control 0,36+0,03 7,27+0,82 0,36
Ultraflo® L 0,17+0,01 0,96+0,03 0,26+0,04 0,18+0,01 0,43
Viscozyme®L 0,09+0,02 1,42+0,34 0,05+0,04 0,18+0,01 0,14
600 Control 0,48+0,02 7,98+0,57 0,48
Ultraflo® L 0,29+0,01 1,58+0,01 0,08+0,01 0,18+0,01 0,37
Viscozyme®L 0,14+0,01 0,96+0,04 0,25+0,06 0,18+0,01 0,39

P.S.: peso seco; PM: peso molecular.

Tabla 9: Andlisis de los carbohidratos totales por HPLC-ELSD en columna TSK-gel de

papel tratado con APH y enzimas.

Presion Enzima Pico A Pico B Pico C Total
(MPa) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS PM(kDa) % PS
0,1 Control 0,06+0,01 7,65+0,35 0,14+0,01 2,59+0,33 0,2
400 Control 0,11+0,01 8,53+1,48 0,17+0,01 2,14+0,03 0,28
Ultraflo®L 0,16+0,01 2,06+0,32 0,55+0,03 0,18+0,02 0,71
Viscozyme®L 0,11+0,01 2,15%0,33 0,11
600 Control 0,13+0,01 15,07+1,00 0,09+0,02 1,93+0,16 0,22
Ultraflo®L 0,21+0,04 1,76+0,15 1,09+0,05 0,12+0,02 1,3
Viscozyme®L 0,06+0,01 1,28+0,42 0,06

P.S.: peso seco; PM: peso molecular.
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Tabla 10: Analisis de los oligosacaridos por HPLC-ELSD en columna Aminex de a-Celulosa tratada con APH y enzimas.

Presion Enzima Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6 Total
(MPa) % PS (Pkl\lga) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS
0,1 Control 0,14+0,01 >10000 0,02+0,01 0,65+0,03 0,03+0,01 0,35+0,01 0,19
400 Control 0,15+0,01 >10000 0,02+0,01 0,68+0,04 0,02+0,01 0,33+0,01 0,19
Ultraflo® L 0,04+0,01 >10000 0,04+0,01 0,57+0,02 0,13+0,01 0,36+0,01 0,1+0,01 0,2+0,01 0,34
Viscozyme®L  0,08+0,02 >10000 0,03+0,01 0,59+0,02 0,06+0,02 0,35:+0,01 0,17
600 Control 0,17+0,03 >10000 0,02+0,01 0,64+0,07 0,03+0,01 0,35+0,02 0,22
Ultraflo® L 0,09+0,01 >10000 0,03+0,02 0,59+0,03 0,1+0,01 0,35+0,01 0,05+0,01 0,19+0,06 0,27
Viscozyme®L  0,06+0,01 >10000 0,04+0,01 0,56+0,03 0,1+0,01 0,36+0,01 0,05+0,01 0,19+0,01 0,06+0,01 Ni 0,05+0,01 NI 0,36

P.S.: peso seco; PM: peso molecular; NI: no identificado.
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Tabla 11: Analisis de los oligosacéridos por HPLC-ELSD en columna Aminex de papel tratado con APH y enzimas.

Presion Enzima Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6 Total
(MPa) % PS (Pkl\lga) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS PM (kDa) % PS
0,1 Control 0,04+0,01 > 10000 0,08+0,01 NI 0,12
400 Control 0,06+0,01 > 10000 0,09+0,01 NI 0,15
Ultraflo® L 0,07+0,02 >10000 0,11+0,02 0,53+0 0,53+0,01 0,33+0,01 0,37+0,01 0,18+0 0,03+0 NI 1,11
Viscozyme®L 0,05+0,01 > 10000 0,1+0,001 0,19+0 0,08+0 NI 0,07+0 NI 0,3
600 Control 0,07+0 > 10000 0,02+0 NI 0,09
Ultraflo® L 0,070 > 10000 0,15+0,01 0,52+0,02 0,79+0,04 0,33+0,01 0,56+0,03 0,18+0 0,06+0,01 NI 1,63
Viscozyme®L 0,05+0,12 0,35+0 0,21+0,09 0,18+0 0,2840,2 NI 0,06+0,02 NI 0,6

P.S.: peso seco; PM: peso molecular; NI: no identificado.
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Capitulo 3:

Estudio de los efectos beneficiosos en la salud, en especial del efecto
prebiotico, de la Okara tratada con altas presiones hidrostaticas y

enzimas hidroliticas mediante modelos experimentales in vitro e in vivo
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Resumen

Introduccion: Muchos de los beneficios para la salud de la fibra son debidos a
la fibra soluble, como el efecto anti-obesidad y anticancerigeno. Los prebidticos ejercen
un efecto positivo en la salud ya que promueven el aumento de bacterias beneficiosas, la
produccion de AGCC y una mayor absorcion mineral. Los prebi6ticos reconocidos en la
actualidad son principalmente carbohidratos derivados de la inulina (FOS) o
galactooligosacéridos (GOS), aunque los subproductos vegetales se consideran una
nueva fuente potencial de prebidticos y compuestos funcionales. Entre los
subproductos, la Okara nativa ha demostrado tener en ratas un efecto beneficioso en la
pérdida de peso, el perfil lipidico en suero, el estado antioxidante y el efecto prebidtico
al incrementar la produccién de AGCC y mejorar la absorcion mineral. El tratamiento
de la Okara con APH combinado con enzimas alimentarias permite aumentar el
contenido de fibra soluble, por lo que se espera que sus efectos beneficiosos también lo

hagan.

Objetivos: Estudiar los posibles efectos beneficiosos en la salud, principalmente
el efecto prebidtico de la Okara tratada con APH y Ultraflo® L, mediante modelos

experimentales in vitro e in vivo.

Metodologia: Se ha comparado el efecto prebioético potencial de la Okara nativa
y la Okara tratada mediante APH y Ultraflo® L en un modelo in vitro de cultivo por
lotes o “batch cultures”, que simulan las condiciones fisiologicas del colon humano. Se
han estudiado los cambios en la microbiota fecal mediante la técnica FISH
(fluorescence in situ hybridization) y el analisis cromatografico de los AGCC. Ademas,

se ha llevado a cabo un experimento en ratas a las que se les ha suministrado durante 4
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semanas una dieta rica en grasa y colesterol, suplementada con 20 % de Okara tratada
(APH y Ultraflo® L). Se han analizado los perfiles bioquimicos en el suero, los AGCC
en el ciego, la absorcion de minerales, asi como los cambios en la microbiota mediante

gPCR (quantitative polymerase chain reaction).

Resultados: En el andlisis in vitro, se ha observado que las dos muestras de
Okara estudiadas, la nativa y la tratada con APH y Ultraflo® L, fomentan el crecimiento
de bacterias beneficiosas (Lactobacillus y Bifidobacterium). No obstante, la Okara
tratada produce una mayor concentracion de AGCC y un mayor crecimiento de
Bifidobacterium y Lactobacillus tras 4 y 48 horas de tratamiento, asi como una mayor
inhibicion de bacterias potencialmente perjudiciales como Clostridium y Bacteroides.
En el experimento in vivo, la Okara tratada ha demostrado que frena la ganancia de peso
de ratas que siguen una dieta hipergrasa e hipercolesterolémica. Ademas, es capaz de
reducir (1,36 veces) los trigliceridos en suero. La Okara tratada también aumenta
ligeramente la produccion de acido butirico, protege a la microbiota de los efectos

perjudiciales causados por la dieta rica en grasa y mejora la absorcion de los minerales

(Cay Mg).

Conclusiones: El tratamiento de Okara con APH y Ultraflo® L mejora las
propiedades funcionales de la Okara. Ademas, se ha demostrado su potencial efecto
prebidtico tanto in vitro como in vivo, asi como su efecto beneficioso en la pérdida de
peso y en la proteccion cardiovascular. La Okara tratada con APH y enzimas se puede
emplear como un ingrediente para la elaboracion de nuevos alimentos saludables ricos

en fibra, en panaderia, cereales, alimentos aptos para celiacos, etc.
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Abstract

At present, there is a huge interest in finding new prebiotics from agrofood industrial waste, such as the soyabean by-product Okara, rich in
insoluble dietary fibre. A previous treatment of Okara with high hydrostatic pressure assisted by the food-grade enzyme Ultraflo® L achieved a
58:2 % increment in its soluble dietary fibre (SDF) contents. Therefore, potential prebiotic effect of both treated and native Okara was assayed
using 48 h, pH-controlled, anaerobic batch cultures inoculated with human faecal slurries, which simulate the human gut. Changes in faecal
microbiota were evaluated using 16S rRNA-based fluorescence in situ hybridisation, whereas release of SCFA and lactic acid was assessed
by HPLC. Both Okara samples exhibited potential prebiotic effects but Okara treated to maximise its SDF content showed higher SCFA
plus lactic acid, better growth promotion of beneficial bacteria, including bifidobacteria after 4 and 48h and lactobacilli after 4h of
fermentation, and a greater inhibition of potentially harmful bacterial groups such as clostridia and Bacteroides. Differences found between
fructo-oligosaccharides and Okara substrates could be attributed to the great complexity of Okara’s cell wall, which would need longer times
to be fermented than other easily digested molecules, thus allowing an extended potential prebiotic effect. These results support an in vitro
potential prebiotic effect of Okara.

Key words: Okara: Hydrostatic pressure: Ultraflo® L enzyme: Fermentation: Microbiota: Prebiotics: Food by-products
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Abstract

Okara is a rich in dietary fiber, cheap and abundant by-product from soybean. A high
hydrostatic pressure pre-treatment combined with Ultraflo® L has been performed to
prepare a soluble dietary fiber-enriched Okara (SDF-Okara). An in vivo feeding
experiment on Wistar rats was developed for four weeks, using a high-fat diet (20%
SDF-Okara, 20% fat, 1% cholesterol and 0.2% cholic acid) and a control without SDF-
Okara. Results showed that SDF-Okara induced a weight-loss effect, reduced plasma
triglycerides (1.4-times) and showed beneficial effects on amino-acid metabolism (1.2-
times lower urea content). Butyric acid was slightly higher (1.3-times) and Ca and Mg
mineral absorption was increased. Quantitative PCR analysis of several bacterial groups
showed that SDF-Okara was able to maintain the existing microbiota before the
intervention, preventing the decrease in bacterial number caused by the high-fat diet.
Therefore, it is suggested that SDF-Okara could be employed as a healthy functional

ingredient in processed foods.

Keywords: soluble dietary fiber, high hydrostatic pressure, gut microbiota, prebiotic,

by-products, weight-loss
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1. Introduction

Nowadays, by-products or waste biomass from food industry are considered interesting
sources of new functional ingredients such as prebiotics. This would reduce the
environmental effect of their decomposition and increase their added value (1, 2).
Among them, Okara is a cheap and abundant by-product, obtained during soybean milk
or tofu production. Soybean and soybean derived foods are consumed worldwide,
particularly in Asian countries, and they are becoming more common in the Western
countries (3), which means that tons of Okara are generated and thrown away despite
having a good nutritional value (4, 5). Actually, Okara is rich in total dietary fiber (DF),
55% (50% insoluble dietary fiber [IDF], and 5% soluble dietary fiber [SDF]) and
protein, 30% (5-8). As a consequence of its high DF content, Okara has proven to be a
potential weight loss supplement, with potential prebiotic effect and beneficial

properties on the lipid metabolism in rats and Syrian hamsters (4, 5, 9-11).

However, most of the benefits attributed to DF are related to SDF, as the prebiotic
effect, regulation of metabolic disorders associated to obesity and reduction of cancer
risk (12, 13). In fact, soybean oligosaccharides (SOS), as raffinose and stachyose, are
new prebiotic candidates (14). However, as a result of its manufacture procedure, the
content in these soluble carbohydrates (CHO) and SDF is low, being mainly an
insoluble and indigestible by-product (5). For this reason, a synergic treatment of high
hydrostatic pressure (HHP) combined with the food-grade enzyme Ultraflo® L was
performed to increase SDF content in Okara, thus achieving an enriched SDF-Okara
product with 15.64 + 0.32% of soluble carbohydrates (15) released from the cell wall
(16) and SOS with a small molecular weight (17). SDF-Okara after combined HHP plus

Ultraflo® L processing has been reported to exhibit an in vitro potential prebiotic effect
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(18), with bifidogenic activity and short chain fatty acids (SCFA) production, but this
effect has not been assessed in vivo before, neither has the effect of treated Okara on the

gut microbiota by molecular techniques.

Therefore, this present study aimed to determine the overall beneficial health effect of a
SDF-Okara in rats fed a high-fat diet. For this purpose, the effects on body and organs
weight, on serum biochemical parameters and the prebiotic effect, including the effect

on the microbiota have been studied.
2. Materials and Methods
2.1. Materials

Fresh Okara from soybean [Glycine max (L.) Merr] was provided by a local food
processing industry (Toofu-Ya S.L., Arganda del Rey, Madrid, Spain). It was frozen
until treatment. Enzymatic treatment was performed with Ultraflo® L (Novozymes
Spain, S.A., Pozuelo de Alarcon, Madrid, Spain), a commercial food-grade Beta-
glucanase (endo-p-1,3 (4)-), with both cellulase and xylanase activities. All solutions,
including dilutions were prepared with ultrapure water (Resistivity 18.2 MQ cm at 25
°C; Milli-Q Integral 5 Water Purification System from Millipore, Merck KGaA,

Darmstadt, Germany).
2.2. Diet preparation and animals
2.2.1. HHP treatment assisted by Ultraflo® L of Okara

Moisture content of fresh Okara was assessed in order to prepare a 20% homogenized
Okara (w/v dry weight) with water. Then, it was treated simultaneously with Ultraflo®
L (concentration of 1:40 v/w) and high hydrostatic pressure (600 MPa) for 30 min at 40

°C, without considering the pressure build up and release times (less than 2 min). The
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treatment was performed in vacuum-sealed plastic bags (Doypack, 110 x 200 x 35 mm
size, 75 pum film thick, Polyskin XL, Amcor Flexible Hispania, Granollers, Barcelona,
Spain) in a Stansted SFP 7100:9/2C equipment, using water as pressure transmitting
medium. After HHP+ Ultraflo® L treatment, SDF-Okara samples were stored at -80 °C

and freeze-dried.
2.2.2. Composition of the diets

High-fat diets (control and supplemented diets) containing 20% corn oil, 1% cholesterol
(Panreac) and 0.2% cholic acid (Sigma-Aldrich) were prepared from a Teklad Global
2018 Harlan basal diet. Supplemented diet contained 20% SDF-Okara (w/w dry
weight). Diets were stored (maximum 2 days) in a dark and dry place to avoid

oxidation.

The composition of native Okara, SDF-Okara, high-fat control diet (20% fat, 1%
cholesterol and 0.2% cholic acid) and high-fat SDF-Okara diet (20% SDF-Okara, 20%
fat, 1% cholesterol and 0.2% cholic acid) is summarized in Table 1. Carbohydrates were
measured by Anthrone method (19), nitrogen content by Leco FP 2000 Instrument
(protein was calculated as nitrogen x 6.25), fat was extracted with petroleum ether in a
Soxtec system (Tecator, Hoganés, Sweden), ashes were determined by incineration of
the samples in a furnace at 500 °C for 16 h and SDF and IDF were analyzed according
to the AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 1995) enzymatic—
gravimetric method with dialysis (12 kDa MW cut off) (20). Calcium and magnesium
content was analyzed as in 2.4.2. Energy of the diets (Kcal x 1000 g™) was calculated
using the following kcal conversion factors: 4 for protein, 4 for carbohydrate, 9 for fat

and 2 for dietary fiber.

2.2.3. Animal experimentation
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A total of twelve 4-week-old Wistar Hannover male rats were employed in the
experiment. Rats were weighed (=240 g) and divided into two groups of six each.
Animals were fed a Teklad Global 2018 Harlan diet during one week for
acclimatization. Rats were individually housed in cages in a room with controlled light
(12 h cycles), temperature (20 °C) and relative humidity (60%) (School of Medicine,
University Complutense of Madrid, Spain). The animals were maintained in accordance
with the guidelines from the registered laboratory (ES-28079-0000086). Then, they
were fed ad libitum (water and food) the high-fat control diet or high-fat SDF-Okara
diet for 4 weeks. Once a week the rats were individually housed into metabolic cages
during 24 h for weight control and the separate collection of urine and feces. After 4
weeks of experiment, rats were anesthetized with carbonic anhydride and killed by
blood extraction via carotid puncture. Heart, liver, kidneys, spleen, and gastrointestinal
tract (including the caecum) were removed, weighed and frozen. Blood samples were
collected, coagulated at room temperature and centrifuged at 1000 x g for 15 min,
collecting the serum for further use. Minimum number of rats which could provide a
good statistical power of 79% and 0.05 significance level according to one-way Anova
analysis (SPSS Samplepower v3, IBM) for SCFA results was chosen. This experimental
protocol (Ref No. PROEX 303/15) was approved by the Area of Animal Protection of

the Environmental Council from Community of Madrid, Spain.

2.3. Determination of biochemical parameters in serum and liver

Glucose, urea, uric acid, creatinine, aminotransferases ALT/GTP (alanine
transaminase/glutamate-pyruvate transaminase), AST/GOT (aspartate
transaminase/glutamic oxaloacetic), CRP (C-reactive protein), total cholesterol,

triglycerides, high-density lipoprotein (HDL), and low-density lipoproteins (LDL) from
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the plasma were analyzed by the Autoanalyzer Cobas Integra 400 plus (Roche, Basel,
Switzerland). All serum analyzes were performed in the center of sanitary analysis of
Pharmacy School (University Complutense of Madrid) according to the guidelines of
the Spanish Society of Biochemistry and Molecular Pathology. Atherogenic index of

plasma (AIP) was calculated as total cholesterol x HDL™ (21).

Livers were freeze-dried and fat content was extracted in a Soxtec System HT Tecator
with petroleum ether. Reduction power was assessed by the ferric reducing/antioxidant
power assay (FRAP) and the radical scavenging activity by ABTS decolorization assay
[2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] (22) on a Biotek PowerWawe

XS spectrophotometer (Biotek Instruments).
2.4. Study of the prebiotic effect and gut health status

Different approaches have been developed to assess the prebiotic effect and gut health

status.
2.4.1. Moisture and antioxidant status of the caecum

Moisture (%) of the cecal content was assessed and an aliquot was taken, diluted 1:3

(w:v) in distilled water and the pH was measured with a Crison micro pH 2001.

Antioxidant status of the caecum was evaluated by the ferric reducing/antioxidant
power assay (FRAP) and the radical scavenging activity by ABTS decolorization assay
as in 2.3. after extraction with methanol : water (50% : 50%) followed by acetone :

water (70% : 30%) (22).

2.4.2. Analysis of mineral content in feces
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Feces collected at the beginning of the experiment (day 1) and at the fourth week (day
28) were freeze-dried and incinerated at a temperature that increased linearly to 550 °C
(4 h), then 0.3 mL of H,0, was added and samples were incinerated again at 550 °C (12
h) in a microwave muffle furnace (Milestone MLS-1200 Pyro, Shelton, CT, USA).
Diets were also mineralized. Then, ashes were dissolved in 2 mL of 12 M HCI: 145 M
HNO; (1:1, v:v) and diluted to 25 mL with water. Then, samples were further diluted
with 2 mL lanthanum oxide solution and 0.1% final concentration samples in distilled
water were measured in an atomic absorption spectrometer Perkin Elmer Analyst 200

for calcium and magnesium analysis of the feces and diets.
2.4.3. Evaluation of Short Chain Fatty Acid production (SCFA)

Cecal samples diluted in water (1:3, w:v) were centrifuged (7000 x g for 15 min) and
supernatants were analyzed by gas-liquid chromatography with flame ionization
detector, using 4-methyl valeric acid as the internal standard. A Hewlett Packard 5890
chromatograph equipped with a Carbowax 20M column (10 m x 0.53 mm) was used
with the following conditions: the injector and detector were set at 250 °C and the oven
at 120 °C (23). The carrier gas was nitrogen with a flow rate of 15 mL min™ and the

injection volume was 3 pL.

2.4.4. Enumeration of bacterial populations by Quantitative Polymerase Chain

Reaction (qPCR) analysis

Feces collected at the beginning of the experiment (day 1), at the fourth week (day 28)
and cecal content were frozen until extracting the DNA using a QlAamp Fast DNA
Stool Mini Kit (QIAGEN GmbH) in combination with a FastPrep® homogenizer (MP
biomedicals). DNA was quantified in a Nanodrop ND-1000 instrument (Thermo Fisher
Scientific). For the gPCR, group-specific 16S rRNA gene primers from Isogen Life
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Science (Castelldefels, Barcelona, Spain) were used for Eubacteria group,
Bifidobacterium genus, Lactobacillus genus, Bacteroides genus, Enterococcus genus,
Enterobacteriaceae family, Blautia coccoides-Eubacterium rectale group and
Clostridium leptum group. Sequence of the primers can be found in Table 2.
Quantitative PCR samples containing Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR® Green QPCR
Master Mix (Agilent Technologies), forward primer, reverse primer, the reference dye
ROX (1:500 v/v), conveniently diluted samples (0.25-10 ng) and nuclease-free PCR-
grade water were prepared (final volume of 20 pL). For quantification, standard curves
with serial dilution of bacterial reference genomic DNA were prepared. Quantitative
PCR was performed in a Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies). Data analysis
was accomplished using MxPro—Mx3000P software according to previous experiments
(24). Results were expressed as logi cells g™ of feces or cecal content. Firmicutes :
Bacteroidetes ratio has been obtained by adding bacterial values obtained for
Eubacteria group, Lactobacillus genus, Enterococcus genus, B. coccoides-E. rectale
group and Clostridium leptum group subsequently divided by the value of Bacteroides

genus for each rat. This ratio has been used as an indicator for dysbiosis.
2.5. Statistical analysis

Results were expressed as mean values + standard deviation. At least, three different
measurements were accomplished for each mean. Comparison of means was performed
by one-way analysis of variance (ANOVA) with a significance level of P < 0.05 with
Kruskal-Wallis post-tests. For gPCR, paired t-test to assess the significance of results of
single pairs of data or independent t-test for different samples were performed on

Statgraphic version 17.1 (Virginia, US).
3. Results and discussion
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3.1. Composition of the diets

The composition of ingredients and diets used for the feeding experiment is disclosed in
Table 1. Treatment with HHP and Ultraflo® L (0.025% enzyme, 600 MPa 30 min and
40 °C) of Okara resulted in an increase in carbohydrates and SDF and a decrease in IDF.
However, the SDF-Okara diet provided less carbohydrates and energy (kcal x1000g™)
than the control diet, similar amounts of protein, fat, ashes and minerals and higher IDF

and SDF content.
3.2. Animal weight and serum parameters
3.2.1. Body and organ weight

Evolution of the body weight during the four weeks of feeding experiment can be
observed in Fig.1. No differences were detected in the first two weeks, but after that,
rats fed the SDF-Okara diet significantly slowed down their growing rate compared to
the control group, with a difference of 14.4 and 18.8 g in the third and fourth week of
experiment, respectively (P < 0.05). In other studies, differences could not be
appreciated within three weeks of experiment, but were noticed in the fourth and
afterwards, showing a time-dependent weight-loss effect of Okara (4, 9, 10, 25, 26). The
diet substitution with 20% SDF-Okara reported an improved weight-loss effect,
reducing the growing rate of rats fed a high-fat diet from the third week onwards thus
preventing obesity. In this experiment, SDF-Okara diet had a reduced amount of
carbohydrates, resulting in a diet with 10% lesser energy content (kcal). This could
explain the effect on body weight, and would be useful if SDF-Okara was used as a
substitute ingredient. Nevertheless, dietary fiber of Okara might have induced satiety, or
prevented the absorption of some dietary compounds (27). Likewise, protein of Okara
could have also had some effect, as it has been proven for soybean proteins (28).
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Livers in rats fed the SDF-Okara diet were significantly smaller (1.1-times) and visually
less hypertrophied than the control, which was comparable to other studies in hamsters
(10) (P < 0.05). No statistically significant changes in other organs or in liver fat content

were observed (Table 3).
3.2.2. Biochemical markers in serum and liver

Serum parameters can be observed in Table 4. Urea content was 1.2-times lower in rats
fed the supplemented SDF-Okara diet, showing a beneficial effect in amino acid
metabolism. Probably, this outcome was due to a change in gene expression of the urea
cycle, as it has been reported before for fructooligosaccharides, Raftilose P95® (Orafti,

Belgium) and Jerusalem artichoke, but never detected in Okara (29-31).

Moreover, triglycerides were 1.4-times lower in rats fed the SDF-Okara diet. This result
was a greater effect than in previous reports with rats fed a 10% Okara diet for four
weeks (4, 9), but comparable to others with hamsters fed a 20% Okara diet (10, 21) and
with mice (40% Okara diet) (26), where differences in total cholesterol and LDL-
cholesterol were also found, suggesting a dose-dependent effect. SDF-Okara could be
considered a potential and useful supplement to protect against cardiovascular diseases.
Dietary fiber from Okara could have avoided the absorption of lipids; generally, soluble
fibers form viscous solutions where lipids remain trapped (32, 33), which might also
explain the weight-loss effect. In addition, the protein of Okara could also be partially
responsible for this effect, as it has been noticed in some studies with soybean (34, 35).
No differences were observed for other biochemical parameters in serum, including
aminotransferases, CRP (data not shown) or glucose levels, which agreed with other

studies on Okara (4, 9, 10).
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Antioxidant status of the liver, measured as reduction power and radical scavenging
capacity did not show positive results (data not shown), indicating that the antioxidants
of SDF-Okara are not concentrated enough to avoid the oxidative stress caused by a

high-fat diet (9).

3.3. Study of the prebiotic effect and gut health status

Several approaches have been assessed to analyze the effect of the SDF-Okara

supplemented diet in the gut health and colonic microbiota.

3.3.1. Moisture, pH and antioxidant status of the caecum

No differences in the pH (Table 5) or antioxidant status (data not shown) of the caecum
have been found. In other studies, minor statistical differences in cecal pH (4, 25) or in
the antioxidant status (9) as a result of a modified diet with Okara have been observed.
Caeca were significantly bigger (1.25-times) in the treated group, as it has been reported
before (4) and has been attributable to the high DF diet. Likewise, cecal moisture and
size were significantly greater in rats fed the SDF-Okara diet, which agreed with

previous studies (4, 9) (P <0.05).

3.3.2. Analysis of mineral content in feces

Calcium and magnesium content in feces at days 1 and 28 of experiment are shown in
Table 5. Statistically significant differences between treatments were observed for both
minerals, resulting in a higher absorption of calcium (since the beginning of the
experiment) and magnesium (at the end of the experiment) (P < 0.05). Food intake and
mineral content of the diets (Table 1) were similar for both groups; therefore SDF-
Okara was capable of increasing mineral absorption (2.2- and 1.3-times higher for both

Ca and Mg at the end of the experiment, respectively). This beneficial effect of Okara
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and soybean in mineral absorption has been reported in other studies (9, 25) and is
related to the prebiotic effect. The increase in Ca and Mg absorption could have
beneficial consequences in bone and cardiovascular health, respectively (36, 37). The
improvement of mineral absorption might be due to several causes: 1) the drag of the
minerals by the fiber of Okara until they reach the gut and are absorbed, 2) a change in
the pH as a result of SCFA production, increasing mineral solubility, 3) the existence of
a Ca-exchange mechanism for SCFA incorporation, or 4) an increase in the absorption
area of the caecum due to the high fiber content of the diet (25). In fact, a bigger size

caecum was observed in rats fed the SDF-Okara in comparison with the control.
3.3.3. Evaluation of short chain fatty acid production

SCFA contents in cecal samples are shown in Table 5. Total SCFA content was 1.1-
times higher in rats fed the SDF-Okara diet, which was comparable with previous
reports (4, 21). Statistically significant differences (P < 0.05) in iso-butyric, iso-valeric,
valeric acid, and an unidentified compound were observed, resulting in 1.7-, 2.2-, 1.4-
and 2.3-times higher content in rats fed the modified diet, respectively. Other SCFA, as
acetic, propionic or butyric acids might have been absorbed by the colonic epithelium
before the sacrifice. Although no statistical differences were observed, butyric acid was
1.3-times higher in the treated group of rats. In an in vitro fermentation study of SDF-
Okara in batch cultures resembling the human colon, comparable results for butyric
acid, but also an increase in acetic and propionic acids were obtained (18), which was
similar to other in vivo experiment with galacto-oligosaccharides supplemented diet
(25). In an in vivo study with Okara treated by Ultraflo® L, higher amounts of every
SCFA were obtained (21). However, no statistical changes were found on butyric acid

in another in vivo experiment with 10% Okara diet, showing a dose-dependent
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beneficial effect of Okara on SCFA production (9). The effect on butyric acid
production could be interesting, as it promotes normal cell differentiation and
proliferation, and has important anti-carcinogenic effects (38, 39), as well as an anti-
obesity effect in rats (40). The increase observed in the branched chain fatty acids (iso-
butyric and iso-valeric), represented only a small amount of total SCFA (5.5% and
1.5%, respectively), and could be produced from the catabolism of resistant
protein/peptides in SDF-Okara diet (41). These branched chain acids might contribute

to insulin resistance and could have effects in electrolyte absorption (42, 43).

3.3.4. Enumeration of bacterial populations by qPCR analysis

The results of the qPCR analysis at days 1 and 28 of experiment in feces as well as in
cecal content are shown in Fig.2. The high-fat diet with cholesterol and cholic acid
caused a deregulation in the microbiota, significantly decreasing (P < 0.05) the number
of several bacterial clusters after 4 weeks of experiment, which might be an indication
of gut dysbiosis, as it has been noticed before for similar diets (44, 45). Gut dysbiosis is
a well-known effect of high-fat diets, which induces inflammation, cell stress and is
considered as a risk factor for colon cancer and inflammatory bowel disease (46, 47).
Typical Western countries’ diet, which is rich in animal protein and fat, but poor in fiber
could promote gut dysbiosis (48). High-fat diets have been reported to decrease the
number of Bacteroidetes and to increase Firmicutes and Proteobacteria groups (45). In
this study, Bacteroides group significantly decreased as an effect of the high-fat diet,
but so did the Eubacteria, the Enterobacteriaceae group (Proteobacteria) and B.
coccoides-E. rectale groups (Firmicutes) (P < 0.05). Therefore, Firmicutes

Bacteroidetes ratio did not change as a result of the high-fat diet.
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In this experiment, the SDF-Okara supplemented diet significantly reverted the effect of
the high-fat diet, as it prevented the decrease in bacterial number of the microbiota.
Firmicutes : Bacteroidetes ratio showed a non-significant drop when SDF-Okara was
added to the high-fat diet (5.77+0.21 and 5.57+0.22 after 28 days for control and SDF-
Okara group, respectively). In other study, soybean increased this ratio (49), so a
different and more beneficial behavior is observed when SDF-Okara is used. This
protective effect was clearly perceived for the Bacteroides and B. coccoides-E. rectale
groups, which maintained the same bacterial numbers than in the first day of experiment
in the rats fed the SDF-Okara, while they were significantly decreased in the control
group (Fig.2) (P < 0.05). Remarkably, SDF-Okara showed a great positive effect on
Bacteroides group, significantly increasing its population from logso cells g* 7.2 + 0.5
to 8.1 £ 0.5 for control and SDF-Okara diet, respectively (P < 0.05). Soybean dietary
fiber has shown a similar effect on Bacteroides before (49). Similarly, SDF-Okara
significantly increased the population of B. coccoides-E. rectale in feces (logio cells g™
9.1 £ 0.4 and 9.7 £ 0.4 for control and SDF-Okara diet, respectively). Both, the treated
and control groups of rats suffered a significant reduction (P < 0.05) in Bifidobacterium
population after feeding the high-fat diet, but SDF-Okara showed a protective tendency
(logyo cells g™* were 6.2 + 0.3 and 6.5 + 0.4 in control and SDF-Okara treatment in day
28, respectively), which is similar to a previous experiment (50), where mango fiber
avoided the reduction in Bifidobacterium caused by a high-fat diet. Fermentability of
native Okara by B. bifidum has been assessed before (7), and the bifidogenic capacities
of SDF-Okara have been proven in vitro, supporting the prebiotic effect of Okara (18).
This tendency could be also noticed for Eubacteria cluster, which showed a significant
reduction (P < 0.05) due to the high-fat diet, slightly prevented by SDF-Okara (logio

cells g* were 8.3 + 0.4 and 8.7 + 0.2 in control and SDF-Okara diet in day 28,
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respectively). On the other hand, no clear effects of the SDF-Okara or the high-fat diet
on Lactobacillus population have been observed. However, in other studies
Lactobacillus suffered an important decrease in number as a result of a high-fat diet (11,
44, 51) and soybean fiber also diminished its population (49). In this experiment, no
negative effects of Okara on Lactobacillus were observed, and in an in vitro experiment,
SDF-Okara was capable of increasing Lactobacillus growth (18), so different and
complex behavior have been highlighted for Lactobacillus regulation. SDF-Okara has
preserved the normal microbiota when a high-fat diet was consumed. Similarly, other
compounds, like bitter melon (52), mango pulp (50), agaro-oligosaccharides (46), as

well as soybean milk and fiber (49) have shown the same effect.

SDF-Okara supplemented diet also stimulated the growth of numerous bacterial clusters
in comparison with the control diet where no decrease for the high-fat diet was detected.
Thus, a significant increase in the Enterobacteriaceae (cecal content) and Enterococcus
(faecal and cecal content) groups when SDF-Okara was employed has been observed (P
< 0.05). C. leptum population was also significantly increased in feces (logio cells g™
6.2 + 0.6 and 7.0 = 0.4 for control and SDF-Okara diet, respectively) and in cecal
content (logy cells g* 5.0 + 0.5 and 6.3 + 0.4 for control and SDF-Okara diet,
respectively) (P < 0.05) (Fig. 2). B. coccoides-E. rectale and C. leptum groups are
predominant populations in the gut and produce butyrate, playing a role on immune
homeostasis and affecting the intestinal health (53). Therefore, the protective and
enhancing effect of SDF-Okara on these bacterial groups could have beneficial health-

promoting effects.

The supplementation (20%) with SDF-enriched Okara from soybean has shown several

protective effects against a high-fat and hypercholesterolemic diet in Wistar rats. This
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SDF-Okara ingredient had a weight-loss effect and was capable of reducing the
triglycerides content of the serum (1.4-times). SDF-Okara also showed a beneficial
effect in amino acid metabolism and in the prebiotic status. In fact, higher SCFA
content and higher absorption of Ca and Mg were reported. Moreover, SDF-Okara has
preserved the normal microbiota status in feces and cecal content of rats, inhibiting the
deleterious effect of the high-fat diet and increasing the number of several bacterial
groups. Also, the dosage- and time- dependent beneficial effect of SDF-Okara has been
suggested. Okara has proven to be a useful and cheap weight-loss, cardiovascular-
protective, prebiotic and microbiota-protective supplement, which could be employed as

a healthy ingredient in several functional foods.
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Figure captions

Fig. 1

Body weight evolution of rats fed a high-fat control diet or a high-fat SDF-Okara diet
during 4 weeks. Results are reported as means + standard deviations (SD). Points with

asterisks differ significantly (P < 0.05).
Fig.2

Quantitative PCR analysis of feces (day 1 and day 28) and cecal content of rats fed a
high-fat control diet (m) or a high-fat SDF-Okara (m). Results are reported as means
(logyo cells g*) + standard deviations. Asterisks between time points and between
treatments show significant differences by paired and independent t-tests, respectively

(P < 0.05).
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Table 1: Composition (g x 1000 g* dry weight) of ingredients and test diets used in the

feeding experiment in rats

Ingredients Diets
. High-fat High-fat SDF-

Component Native Okara  SDF-Okara control diet Okara diet
CHO 200+ 114 288+ 7.7 394 +4 223 £ 27
Protein 297 +£2.2 226 +9.1 145+0.4 150+ 4.7
Fat 72+53 83+£39 291+0.8 299+ 34

Cholesterol 10 10

Cholic Acid 2 2
Ashes 3776 41+13 44+0.9 35+56
IDF 303 +£27 222 +0.7 136 £ 25 191+34
SDF 12+0.8 35+0.1 24+22 26+3
TDF 315+ 27 257 +0.7 159 £25.1 216 £4.5
Ca 29+0.3 3+04
Mg 16+0.2 16+0.1
Total 920 894 1005 941
Energy (kcal x 1000g™)? 5203 4725
KJ x 1000g™ 21.8 19.8

CHO: carbohydrates; IDF: insoluble dietary fiber; SDF: soluble dietary fiber; TDF: total

dietary fiber; HHP: high hydrostatic pressure. # Conversion factors used: 4 for protein, 4

for carbohydrates, 9 for fat and 2 for dietary fiber.
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Table 2: Primers used for bacterial quantification by quantitative PCR

Bacterial group Oligonucleotide sequence
Eubacteria F 5’>CGGTGAATACGTTCCCGG3’
R 5>’TACGGCTACCTTGTTACGACTT?’
Bifidobacterium F 5> GATTCTGGCTCAGGATGAACG3?’
R 5’CTGATAGGACGCGACCCCAT3’
Lactobacilli F 5’>CTTGTACACACCGCCCGTCA3’

R 5°CTCAAAACTAAACAAAGTTTC3’
Enterobacteriaceae F 5>CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC3’
R 5°CTCTACGAGACTCAAGCTTGC3’

Enterococcus F 5S’CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT?
R S’ACTCGTTGTACTTCCCATTGT3’
Bacteroides F 5> ATAGCCTTTCGAAAGRAAGAT3’

R S’CCAGTATCAACTGCAATTTTAZ’
Blautia coccoides- F 5’AAATGACGGTACCTGACTAAZ’
Eubacterium rectale R 5’CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA3’
Clostridium leptum  F 5’GCACAAGCAGTGGAGT?3’

R 5’CTTCCTCCGTTTTGTCAA3’

F: forward; R: reverse
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Table 3: Effect of the high-fat diets supplemented with Okara on organ size in rats

Parameters ~ High-fat control High-fat SDF-
diet Okara diet

Organ weight (weight x body weight™ x 100)

Heart 0.31+£0.03 0.28 £0.01
Liver 5.12+0.23 4.76 £ 0.14*
Liver % fat 41+ 3.09 42 +4.58
Kidneys 0.63+0.05 0.62 £0.03
Spleen 0.23+£0.07 0.25+0.04

Organ length (length x body weight™ x 100)
Intestine 30+£1.63 31+3.07

SDF: soluble dietary fiber. Means with asterisks in each row differ significantly (P <

0.05).
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Table 4: Effect of the high-fat diets supplemented with Okara on serum parameters in

rats

Parameters High-fat control  High-fat SDF-

(mgxdL™) diet Okara diet
Glucose 196 + 19 207 £ 17
Urea 34+1.34 29 + 1.86*
Uric acid 2.12 £ 0.65 2.40+0.80
Creatinine 0.27 £0.04 0.30 £ 0.06
Cholesterol 110 £ 6.80 107 +6.56
HDL 48 +4.02 46 £ 6.34
LDL 49 + 6.38 49+9.71
Triglycerides 79+ 14 58 + 6.84*
AIP 2.29 2.33

HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein; AIP: Atherogenic index
of plasma, total cholesterol x HDL™. SDF: soluble dietary fiber. Means with asterisks in

each row differ significantly (P < 0.05).
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Table 5: Prebiotic effect of the high-fat diets supplemented with Okara in rats

Cecal parameters High-fat control ~ High-fat SDF-
diet Okara diet
pH 597 +0.12 595+0.12
Cecal moisture (%) 81 +1.67 83 + 0.69*
Cecal (weight %) 1.74+£0.22 2.18 + 0.39*
SCFA (umol/g)
Acetic acid 3710 38+9.03
Propionic acid 23 +4.88 28 +6.94
Isobutyric acid 4.64 +0.83 7.87 £1.89*
Butyric acid 61+ 15 77+ 16
Isovaleric acid Nd 2.16 + 0.70*
Valeric acid 3.47+0.61 4.73 + 1.05*
Unidentified 484 +1.10 11 +£2.74*
Total SCFA 133+ 33 169 + 28
Mineral content in feces (mg/g)
Caday 1 17.67 + 2.56 13.19 + 1.82*
Ca day 28 29.12 £ 3.98 13.44 £ 1.07*
Mg day 1 6.52+0.4 6.56 £ 0.55
Mg day 28 6.76 £ 0.64 5.33£0.27*

SCFA: short chain fatty acids; SDF: soluble dietary fiber. Nd: not detected. Means with

asterisks in each row differ significantly (P < 0.05).
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Fig. 2.
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Discusion
1. Desarrollo y validacion de un método cromatografico (HPLC -
ELSD) que permita monitorizar la liberacién de fibra soluble de la
Okara cuando se emplea un tratamiento con altas presiones

hidrostaticas y enzimas hidroliticas

Los métodos cromatograficos son rapidos y precisos, pudiendo ser empleados
para el analisis de carbohidratos. Por ello, se ha desarrollado un método de HPLC que
permite cuantificar e identificar carbohidratos con un amplio rango de pesos
moleculares. El detector mas utilizado para el anélisis de carbohidratos por HPLC es el
de indice de refraccion (RID) (268-270), aunque ha demostrado tener algunas
desventajas con respecto al detector ELSD. Por ejemplo, la sensibilidad relativa del RID
es baja, la respuesta depende de la temperatura y del caudal de la fase mdvil y no
permite utilizar un gradiente de elucion, por lo que el uso del detector ELSD esta
aumentando (271). EI ELSD es un detector semi-universal, que detecta las moléculas
tras una etapa de nebulizacion en la que se forman gotas de fase mdvil, seguida de una
etapa de evaporacion, en la que la fase mdvil, que debe ser volatil, se evapora. Después,
los compuestos provocan una dispersion de la luz en la cdmara de deteccion,
permitiendo su identificacion y cuantificacion. Para que se pueda usar esta técnica, los
compuestos a detectar deben ser poco volatiles, como los carbohidratos (268, 271). Los

factores que afectan a la respuesta del detector son la temperatura de nebulizacion, la

temperatura de evaporacion y el caudal del gas portador (nitrdgeno) (268).

Normalmente, los métodos que se han descrito para detectar carbohidratos con el
detector ELSD se centran en oligosacaridos o en azUcares, pero no en carbohidratos de

pesos moleculares muy diferentes o de muestras muy complejas (271-279). En el caso
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de la Okara, se necesita optimizar el método HPLC-ELSD para que sea capaz de
analizar la mezcla de carbohidratos que se espera obtener. Las paredes celulares de la
Okara son complejas, y se han identificado monomeros de glucosa, xilosa o galactosa,
indicando la presencia de polisacaridos y oligosacaridos complejos, como la celulosa,
hemicelulosa, xilanos, galactanos, etc. (198, 201, 208, 265). Como se ha determinado en
estudios previos, se espera que el tratamiento con APH y enzimas hidroliticas
alimentarias solubilice parte de la fibra insoluble de la Okara, obteniéndose una mezcla

de polisacéridos, oligosacéridos y monosacéridos de diferente naturaleza (200).

Para desarrollar el método HPLC-ELSD, se tienen que establecer los pardmetros

gue maximicen la respuesta del detector cuando se usan carbohidratos similares a los

que se esperan obtener en la Okara. Se han utilizado carbohidratos de un peso molecular
de entre 3,2 a 100 kDa como patrones y la técnica MSR (capitulo 1, articulo 1). De esta
manera, se han establecido las condiciones que maximizan la respuesta del detector

ELSD: temperatura del nebulizador, 77,9 °C, del evaporador, 88,8 °C (utilizadas como

78 °C vy 89 °C respectivamente) v el caudal de nitrégeno, 1,1 L min™ (SLM). Otro

pardmetro optimizado ha sido el tipo de fase movil utilizada, ya que también influye en
la forma de los picos y en el area de deteccion. Asi, se ha determinado que el acetato de
amonio en una concentracién de 0,01 mol L™ es la que mejor resolucién de los picos

proporciona (capitulo 1, articulo 1).

Después, los parametros del detector ELSD han sido validados usando patrones
de un PM de entre 0,18 a 500 kDa en una columna de exclusion molecular TSK gel. Se
han conseguido unas curvas de regresion logaritmicas en concentraciones de entre 250 y
1000 mg L™, con coeficientes de correlacion superiores a 0,998, que son similares a los

encontrados en otros estudios que se centran en carbohidratos con un rango pequefio de
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pesos moleculares (268, 275, 276, 280-282) (capitulo 1, articulo 1). Estas curvas de
regresion son las que se han utilizado para cuantificar los carbohidratos solubles
liberados de la Okara cuando se aplica el tratamiento con APH y enzimas alimentarias
(capitulo 2). Ademas, se ha visto que la sensibilidad del método de cuantificacion es
alta, ya que los limites de deteccidn y cuantificacion, medidos como la concentracion
que corresponde a la relacion sefial/ruido x 3 y x 10 respectivamente, son bajos
(capitulo 1, articulo 1). Cuando se utiliza el detector RID con la misma columna
cromatografica para el andlisis de carbohidratos, estos limites de deteccion y
cuantificacion son unas 10 veces mayores, por lo que el método optimizado HPLC-
ELSD es significativamente mas sensible que el método HPLC-RID (283). Este método
también ha demostrado ser preciso, con repetitividades intra- e inter-dias altas, tanto
para el tiempo de retencion como para las areas de los picos (desviaciones estandares
relativas menores del 1,8 % y 1,6 %, respectivamente), que son mayores que en otros
trabajos en los que se detectan carbohidratos similares entre si (272, 275, 276). La

calibracion para identificar a los carbohidratos a partir del tiempo de retencién de los

picos se ha realizado con curvas de calibracion logaritmicas. Como el rango de pesos
moleculares utilizados es muy amplio, se han obtenido dos curvas, una para
polisacaridos, como la inulina o pectina y otro para oligosacaridos, como los a-

galactooligosacaridos (capitulo 1, articulo 1).

En el capitulo dos (articulos 2, 3 y 4) se pueden apreciar los resultados que se
obtienen cuando se aplica el método HPLC-ELSD a la Okara tratada con APH y
enzimas hidroliticas. EI método ha demostrado ser rapido y capaz de detectar pequefios
cambios en la concentracion y en el peso molecular de los carbohidratos. Los estudios
que se habian hecho con Okara establecian una concentracion de carbohidratos solubles

del 4-5 %, medidos mediante HPLC-RID (198, 205), aungue otros autores determinan
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valores méas bajos (2 %), medidos con cromatografia gas-liquido (201). Con este
trabajo, se ha establecido un valor de carbohidratos solubles en la Okara nativa de entre

5-9 %.

El método HPLC-ELSD utilizado con la columna de exclusion molecular TSK
gel es capaz de cuantificar los carbohidratos solubles totales de la muestra de la Okara y
separarlos en distintos picos con rangos limitados de pesos moleculares. No obstante, se
ha observado que varios compuestos quedan agrupados en un Unico pico, que se
corresponde con los compuestos de menor peso molecular, como los a-
galactooligosacéridos (capitulo 2, articulos 2 y 3). Por ello, se ha considerado necesario
desarrollar en mayor medida el analisis de estos oligosacaridos, que estan presentes en

la sojay en la Okara y se consideran prebidticos emergentes (176).

Para ello, el método HPLC-ELSD ha sido ampliado para ser usado con otra
columna que permita separar los oligosacaridos (capitulo 2, articulo 5). Se ha utilizado
la columna de intercambio iénico Aminex (HPX-87P) y patrones de pesos moleculares
de entre 0,15 a 112 kDa. Se han desarrollado curvas de calibracién logaritmicas con una
buena linealidad, similar a la obtenida con la columna TSK gel, en un rango de
concentraciones de 125-750 mg L™. Estos valores son similares a los encontrados en
otros trabajos con carbohidratos medidos con el detector ELSD (275, 280-282), aunque
esta columna intercambiadora es capaz de cuantificar concentraciones mas bajas que la
de exclusion molecular. Para la identificacién de los PM de los compuestos, se han
propuesto tres curvas de calibrado logaritmicas diferentes, una para compuestos de
pesos moleculares de 0,18-1 kDa, otra para polisacaridos (1-100 kDa) y otra para
xilooligosacéaridos. Esta columna cuantifica e identifica el PM de los a-

galactooligosacaridos, los fructooligosacaridos, la inulina y los dextranos con gran
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exactitud, aunque no es precisa para la maltodextrina o la inulina comercial Raftilina®,

lo que no ocurre cuando se usa la columna TSK gel (capitulo 1 y capitulo 2, articulo 5).

En las muestras de Okara tratada con APH y enzimas, la columna Aminex
proporciona una recuperacion menor (5 %) que la TSK gel (5-9 %), probablemente por
subestimar los polisacaridos de gran peso molecular, al ser una columna especifica de
oligosacaridos. A pesar de esto, es capaz de separar los oligosacéridos de la Okara de
manera eficaz. Por ello, ambas columnas se complementan para proporcionar una
informacion detallada sobre la composicion de carbohidratos solubles de la Okara y
sobre el efecto del tratamiento con APH y enzimas. Ademas, el método optimizado del
detector ELSD ha demostrado que es versatil y puede usarse con diferentes columnas

cromatograficas (capitulo 1 y capitulo 2, articulo 5).

Por otra parte, la determinacion de la fibra dietética se ha realizado
tradicionalmente aplicando los métodos oficiales de la AOAC, pero se ha comprobado
que en el caso de la Okara pueden causar interferencias en la deteccion de la fraccion de
fibra soluble (capitulo 2, articulo 4). Esto es debido a que los métodos de la AOAC
conllevan tratamientos enzimaticos a temperaturas de hasta 100 °C que pueden liberar
carbohidratos de la pared celular de la Okara. Ademas, para evitar la precipitacion
etanolica, que puede causar la subestimacion de la FS al no precipitar completamente y
la sobrestimacién de la fibra total, se ha usado el método enzimatico-gravimétrico
(991.43) modificado con dialisis (284). Para llevar a cabo esta dialisis se utilizan
membranas con un tamafio de poro de 12 kDa, pero este procedimiento también puede
subestimar la FS ya que se produce la pérdida de los oligosacaridos de bajo peso
molecular de la Okara (< 12 kDa) (200, 284). Tras esto, se suelen cuantificar los

carbohidratos presentes en las fracciones soluble e insoluble, tras una hidrélisis acida,
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mediante métodos espectrofotométricos, como el de Scott para cuantificar los acidos
urénicos (285), el de la antrona para los azucares neutros (286) y el del acido
dinitrosalicilico para los azucares reductores (287). No obstante, cuando la fraccion de
la fibra soluble obtenida tras el método de la AOAC se inyecta en el HPLC-ELSD, éste
proporciona mas informacion y es mas sensible que los métodos espectrofotométricos.
Ademas, el método HPLC-ELSD aplicado directamente al sobrenadante de la Okara
tras el tratamiento con APH y enzimas, ha resultado ser tres veces mas sensible que el
método de la AOAC con didlisis y la cuantificacion mediante los métodos

espectrofotométricos mencionados.

Por todo ello, el método optimizado HPLC-ELSD ha demostrado ser rapido y

fiable para el analisis de los carbohidratos de la Okara, versétil, ya que puede utilizarse
con diferentes columnas cromatogréaficas (exclusién molecular e intercambio idnico)
para obtener una informacion precisa sobre la composicion de la Okara y méas sensible
que los métodos oficiales enzimatico-gravimétricos de analisis de la fibra. Ademas, este
método se podria utilizar para el estudio de los carbohidratos solubles de PM variables

presentes en otros alimentos.
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2. Tratamiento de la Okara con altas presiones hidrostaticas y enzimas
especificas para solubilizar la fibra: optimizacién del tratamiento y

efectos potencialmente funcionales

Se ha llevado a cabo la optimizacion del tratamiento de la Okara con APH y

enzimas con la idea de minimizar los costes del proceso y para que sea mas facilmente

aplicable a escala industrial.

La aplicacién de APH, a pesar de suponer una inversion inicial importante, es
barata, ya que una vez alcanzada la presion deseada, ésta se mantiene sin mas aportes

energeéticos (45, 64, 66). No obstante, los tratamientos enziméticos son caros, ya que el

volumen de sustrato, si se aplica el tratamiento a nivel industrial, es considerable (26).
Por ello, se ha minimizado la concentracién de enzima necesaria para producir una

buena liberacion de carbohidratos. Las enzimas hidroliticas de grado alimentario

utilizadas, Ultraflo® L y Viscozyme® L, habian sido utilizadas en otros trabajos en
diferentes concentraciones y condiciones a presion atmosférica: Ultraflo® L habia sido
empleada al 0,05 % en Okara (208), al 1:100 en batata (288) y 1:20 en trigo (289)
(enzima:substrato), mientras que Viscozyme® L habia sido utilizada al 3 % a pH 3,5 y 45
°C en Okara (263) o al 1 % (264) y 0,045 % (290) en soja. Esta variabilidad hace que
sea necesario un estudio que establezca cuales son las mejores condiciones para las

enzimas.

Para ello, se ha cuantificado la actividad de las enzimas Ultraflo® L y

Viscozyme® L en Okara a presion atmosférica, resultando ser mas efectiva Ultraflo® L.
Ademas, gracias al empleo de la MSR, se ha visto que la concentracién de las enzimas

no es una variable importante, lo que coincide con estudios previos (265). Asimismo, se
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ha determinado que para Ultraflo® L, el tiempo de incubacién no es fundamental (265),
mientras que para Viscozyme® L si lo es, posiblemente por su menor actividad en Okara.

Cuando se estudia la cinética enzimatica, se aprecia que ambas enzimas son capaces de

liberar carbohidratos solubles a partir de la Okara cuando estdn en una concentracién
baja, y que se saturan en unos 120-150 minutos cuando estan a concentracion de 1:40
enzima / Okara (v/m), aunque las cinéticas son complejas, ya que la Okara tiene paredes
celulares primarias y secundarias, con pectina residual, proteina, celulosa, hemicelulosa
y xiloglucano (198, 207, 265). Las enzimas elegidas han resultado ser eficaces para
liberar carbohidratos de la pared de la Okara a presion atmosférica, ya que poseen
actividades celulasa y xilanasa (Ultraflo® L) o celulasa, hemicelulasa y xilanasa
(Viscozyme® L), respectivamente. Cuando se realiza un tratamiento a presion
atmosférica con ambas enzimas a la vez, no se detecta sinergia entre ellas, posiblemente
debido a que comparten un mismo sitio de union en el substrato. Asimismo, se ha
determinado que las condiciones que maximizan la hidrdlisis enzimaticasonapH 7y a
una temperatura de 37 °C, que son facilmente aplicables a un tratamiento industrial

(capitulo 2, articulos 2 y 3).

Para el tratamiento a altas presiones, se ha utilizado la minima concentracién de
enzima que produce una liberacién considerable de carbohidratos (300-500 mg L™),
1:40 enzima / Okara v/m y Okara al 1 % de concentracion (peso seco), aunque podria
utilizarse directamente la Okara fresca (> 80 % humedad), si se emplea el método
industrialmente. En el capitulo 3, para la preparacion de las dietas de las ratas se ha
aumentado la concentracion de Okara al 20 % (peso seco) para el tratamiento con APH
y enzimas, que es la maxima concentracion a la que se ha podido manejar. El
tratamiento se ha llevado a cabo en tiempos de 15 o0 30 min, a 400 o 600 MPa, ya que

tratamientos de mayor duracion o a una presion mas alta pueden inactivar a las enzimas.
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Por ejemplo, se ha determinado que a 600 MPa durante mas de 20 minutos o a 700 MPa
se inactivan algunas enzimas cuya actividad se ve mejorada por las APH a presiones

menores (62, 75).

Se han analizado los resultados del tratamiento simultaneo de la Okara con APH
y enzimas mediante el método HPLC-ELSD optimizado en el capitulo 1. Se ha
determinado una sinergia entre las APH y ambas enzimas, que se traduce en un aumento

de la concentracion de carbohidratos solubles y una disminucién de su peso molecular

(capitulo 2). La mejora de actividad de Viscozyme® L cuando se somete a APH ya se
habia indicado con anterioridad en ginseng (58) y en cactus (60), pero no asi la de
Ultraflo® L. La sinergia entre las a- y p- amilasas y las APH se ha observado en otros
trabajos (62, 75), pudiendo ser causada por cambios en la estructura tridimensional de
las enzimas que afectan al sitio activo y facilitan la union al substrato (77, 78), o por la
descompartimentalizacién inducida por la presion sobre el substrato, posibilitando que
la enzima acceda con mayor facilidad a méas moléculas (63, 73). Esto Gltimo tendria
sentido en el caso de la Okara, ya que es muy compleja (198, 207, 265) y ya se habia
comprobado anteriormente que las APH producen una solubilizacién de su fibra (200).

Todo ello favorece que Ultraflo® L y Viscozyme® L mejoren su actividad cuando se

someten a APH.

Con el método HPLC-ELSD vy la columna TSK gel de exclusién molecular se ha

comprobado que el tratamiento de la Okara con APH y enzimas tiene un efecto de

disminucién del peso molecular de los polisacaridos, hasta en un 47 % en el caso del

tratamiento de Viscozyme® L. Con Ultraflo® L, los polisacaridos de mayor peso
molecular no aparecen en los tratamientos combinados de APH y enzima, demostrando

que se hidrolizan a polisacaridos mas pequefios. Con ambas enzimas se han obtenido
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polisacaridos de mayor PM que la inulina y un pico que engloba a los oligosacaridos.

De manera que para estudiar en mayor profundidad esos carbohidratos de pesos

moleculares menores, se ha utilizado la columna de intercambio iénico Aminex,

detectandose ocho compuestos diferentes. EI mayor de todos, con un peso molecular de
4-13 kDa (Ultraflo® L + APH) o 2-13 kDa (Viscozyme® L + APH), es similar al peso de
la inulina y disminuye de tamafio cuando se afiade la enzima y aumenta la presion.
También se ha identificado un compuesto similar a la estaquiosa (no se descarta que
también estén presentes otros a-galactooligosacaridos), un disacarido, probablemente
sacarosa, que se hidroliza a monosacaridos (fructosa y glucosa) con el tratamiento y tres
compuestos, posiblemente fructooligosacaridos de diferente peso molecular. Los FOS,
han demostrado tener un efecto prebiotico y de reduccién de la poblacion de bacterias
perjudiciales, como Clostridium histolyticum/perfringens (22, 102, 163-165, 167, 291,
292). Los o-galactooligosacaridos estan presentes en la soja y Okara y se consideran
prebidticos emergentes (176, 198, 208). La rafinosa, por ejemplo, ha demostrado tener
propiedades beneficiosas (106), como el aumento de Lactobacillus en un experimento
in vitro (293). La estaquiosa, la rafinosa y la verbascosa tienen efectos prebidticos y
mejoran la salud intestinal al aliviar el estrefiimiento en ratas (294). Los oligosacaridos
de soja reducen la glucosa y lipidos en sangre y el estrés oxidativo en ratas que siguen

una dieta grasa (229). Ademas, el efecto prebidtico de los oligosacaridos de Okara

puede aumentar al disminuir su peso molecular como consecuencia del tratamiento con

APH y enzimas, ya que los carbohidratos no digeribles mas pequefios, como los
oligosacaridos, son més facilmente fermentables por la microbiota intestinal (101, 179,

292).

Los carbohidratos solubles liberados por el tratamiento con APH aumentan con

la intensidad del mismo y con la adicion de las enzimas. Asi, la concentracion de los
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carbohidratos totales aumenta de 9 % a 16 % y de 5 % a 14 % (peso seco) cuando se
compara el control con el tratamiento a 600 MPa, 1:40 enzima / Okara (v/m) con
Ultraflo® L y Viscozyme® L, respectivamente, y 30 min (capitulo 2, articulos 2 y 3).
Esto supone una concentracion 1,8 y 3 veces mayor que en la Okara nativa (198, 201).

Para ambas enzimas, el tratamiento con 600 MPa y 30 min ha sido el que mayor

solubilizacion de carbohidratos ha producido. Las pequefias diferencias entre los
blancos y entre los tratamientos sin las enzimas se han atribuido a una ligera
modificacién del protocolo (en el tratamiento de Ultraflo® L se liofilizan las muestras
tras las APH, se resuspenden e inyectan y en el de Viscozyme® L, el sobrenadante se
inyecta directamente en el HPLC-ELSD). Cuando se cuantifican los carbohidratos con
la columna Aminex, se aprecia una redistribucion de los picos. Ademas, se observa una
diferente actividad de las enzimas, ya que Viscozyme® L libera mas carbohidratos de
pequefio peso molecular a 600 MPa, 1:40 enzima / Okara (v/m) y 30 min, mientras que
Ultraflo® L lo hace con el mismo tratamiento, pero en 15 min. En otros estudios, los
carbohidratos de bajo peso molecular de Okara se han cuantificado en un 4 %, un valor
menor del obtenido con el método de HPLC-ELSD (187). Por otra parte, los valores de
compuestos similares a la inulina, estaquiosa y glucosa conseguidos con este método,

son equivalentes a los previamente descritos en Okara (187, 198).

El aumento de los carbohidratos solubles de Okara se habia conseguido con
anterioridad utilizando APH (200-400 MPa) en combinacion con el autoclave y a
temperaturas de 30 °C y 60 °C (200). No obstante, el tratamiento térmico puede tener
efectos negativos en las caracteristicas sensoriales o nutricionales de la Okara (62), por
lo que el tratamiento con APH y enzimas propuesto puede evitar este problema. En otro
trabajo, se ha tratado la Okara con microfluidizacion a altas presiones y fermentacion

con bacterias acido lacticas, obteniéndose un resultado comparable de aumento de fibra
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soluble (225). También se ha tratado la Okara mediante homogeneizacion a alta presion
0o APH para mejorar la solubilidad, siendo mas efectivo el tratamiento de
homogeneizacién a alta presion (295). Como resultado del tratamiento de la Okara con
APH y enzimas hidroliticas, se ha conseguido aumentar el contenido de FS a partir de la

FI, ya que se ha visto un descenso en la concentracion de Fl equivalente al aumento de

FS (capitulo 2, articulo 4). Esto se ha observado con anterioridad en otros trabajos con
Okara en los que se trata con APH, pero sin enzimas (200, 225, 295). El aumento de la
proporcion FS:FI que se ha conseguido gracias al tratamiento con APH y enzimas hace

que la Okara tenga un perfil de fibra mas funcional, ya que la FS se relaciona con un

mayor efecto prebiotico, al estimular el crecimiento de bacterias beneficiosas y a un
menor riesgo de enfermedad cardiovascular y diabetes (94, 140, 141, 235, 237, 238).
Ademas, el perfil de fibra de la Okara tratada seria mas comparable a las
recomendaciones de ingesta de fibra de > 25 g al dia, de los cuales seria deseable que un

30 % fuesen solubles (200, 221).

Esta tesis se ha centrado principalmente en el analisis de los carbohidratos de la
Okara, debido a sus posibles efectos prebidticos y beneficiosos para la salud. No
obstante, se ha comprobado que las APH tienen también un efecto en las proteinas de

los alimentos y en la extraccién de moléculas bioactivas (27, 60, 62, 66) y que los

péptidos de la Okara y la soja tienen propiedades de inhibicion de la ECA, que ayuda a

prevenir la hipertension (199, 254-258). Se ha estudiado el efecto de las APH en dicha
actividad y en la capacidad antioxidante de la Okara. Los resultados (capitulo 2) revelan
una baja actividad antioxidante y una ligera mayor capacidad de inhibicion de la ECA
cuando se aplican presiones altas, indicando que puede haber un efecto positivo de las
APH y enzimas en la generacion de péptidos bioactivos con peso molecular bajo, que

son los mas activos, aunque se necesitan mas estudios al respecto.
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3. Estudio de los efectos beneficiosos en la salud, en especial del efecto
prebidtico, de la Okara tratada con altas presiones hidrostaticas y
enzimas hidroliticas mediante modelos experimentales in vitro e in

Vivo

El aumento de FS conseguido con el tratamiento de APH y enzimas hidroliticas
(capitulo 2) en la Okara puede mejorar sus propiedades funcionales, en especial, las
prebidticas (94, 101, 106, 113, 123, 140). Para comprobarlo, se han analizado las

propiedades prebioticas potenciales y efectos beneficiosos en la salud in vitro e in vivo

de la Okara tratada con APH (600 MPa) y Ultraflo® L (1:40, enzima / Okara, v/m)
durante 30 minutos, ya que es el tratamiento que mayor liberacion de carbohidratos

solubles produce, llegando al 16 % (capitulo 2, articulo 2).

La fermentabilidad de la Okara nativa y la Okara tratada con APH y Ultraflo® L

ha sido comparada en un experimento in vitro con cultivos por lotes (“batch culture”),

en los que se simulan las condiciones del colon humano, al controlar el pH y
temperatura e inocular una muestra fecal humana (capitulo 3, articulo 6). Se ha
observado que ambas muestras de Okara incrementan el ndmero de bacterias

beneficiosas, como Bifidobacterium, Lactobacillus y otras potencialmente beneficiosas,

como Ruminococcus, Clostridium coccoides / Eubacterium rectale y Clostridium cluster

IX (productoras de 4cido propiénico). Ademés, la Okara tratada con APH y Ultraflo® L

tiene una mayor capacidad prebiotica potencial, gracias al aumento de FS, ya que
presenta actividad bifidogénica durante mas tiempo que la Okara nativa, provoca un

mayor crecimiento de Lactobacillus y una mayor produccion de AGCC (capitulo 3,

articulo 6). Ademas, la Okara tratada inhibe en mayor medida el crecimiento de las
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bacterias potencialmente perjudiciales in vitro, como los Bacteroides y Clostridium

histolyticum, probablemente por el efecto de la competicion con las bacterias
beneficiosas. El efecto prebidtico potencial de la Okara y de la soja ya se habia indicado
con anterioridad. Asi, sus oligosacaridos, como la rafinosa y estaquiosa, han demostrado
ser promotores del crecimiento de Bifidobacterium y Lactobacillus (175, 176). Ademas,
la Okara es capaz de ser fermentada por Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (225) y por Bifidobacterium bifidus y Lactobacillus
acidophilus, tanto en su forma nativa como tras un tratamiento con Ultraflo® L (201,
208). Ademas de la FS, la fibra insoluble de la Okara también puede contribuir al efecto

prebidtico ya que es parcialmente fermentable (100, 201, 223-225).

Una vez comparado el efecto de la Okara nativa y tratada in vitro, la Okara
tratada con APH (600 MPa) y Ultraflo® L (1:40, enzima / Okara, v/m) durante 30
minutos ha sido estudiada in vivo para determinar sus efectos en la salud. Para ello, se

ha alimentado a un grupo de ratas con 20 % de Okara tratada y una dieta rica en grasa

(20 % de aceite de maiz, 1 % de colesterol y 0,2 % de acido c6lico). La identificacion y
cuantificacion de la microbiota mediante qPCR revela que la dieta rica en grasa ha
causado una disminucion de las poblaciones estudiadas (capitulo 3, articulo 7). No

obstante, la Okara tratada ha demostrado tener un efecto protector contra este

desequilibrio. Concretamente, las poblaciones de Eubacterium, Bifidobacterium,
Enterobacteriaceae, Bacteroides y Blautia coccoides-Eubacterium rectale han sufrido
una reduccién debido a la dieta grasa (capitulo 3, articulo 7). Se ha observado un efecto
protector claro con respecto a Bacteroides y B. coccoides-E. rectale, ya que en las ratas
control, la poblacién disminuye debido a la dieta grasa, mientras que cuando se incluye
la Okara tratada, se mantienen los nimeros poblacionales iniciales (incremento de 0,9 y

0,6 logso células g™ con la Okara respecto al control, respectivamente). Previamente, la
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fibra de soja habia mostrado un efecto similar en la poblacion de Bacteroides (296). Las
poblaciones de Bifidobacterium y Eubacterium también disminuyen y la Okara tiende a
recuperarlas, pero no es un cambio significativo (incremento de 0,3 y 0,4 logso células g
! con la Okara respecto al control, respectivamente) (capitulo 3, articulo 7). En lo
referente a Lactobacillus, no se ha observado un descenso de la poblacién con la dieta
grasa ni cuando se afiade la Okara tratada. En otros estudios, sin embargo, Lactobacillus
ha mostrado una reduccion en nimero cuando se sigue una dieta grasa (297, 298) o
cuando se afade fibra de soja (296). En el experimento in vitro (capitulo 3, articulo 6),
si hay un crecimiento de Lactobacillus, por lo que su comportamiento ha demostrado
ser complejo. La Okara tratada también ha promovido el crecimiento de grupos
bacterianos que no se han visto afectados por la dieta grasa. Han aumentado las
poblaciones de Enterobacteriaceae en el ciego y de Enterococcus en las heces y el
ciego respecto al control. Ademas, Clostridium leptum, ha incrementado su poblacién
en las heces y el ciego (incremento de 0,8 y 1,3 logso células g™ con la Okara respecto al
control, respectivamente). C. leptum y B. coccoides-E. rectale son grupos
predominantes de la microbiota, productores de acido butirico e implicados en la
homeostasis inmunolégica (299, 300), por lo que el crecimiento y proteccién de sus
poblaciones es beneficioso. La reduccion del nimero de bacterias que forman parte de
la microbiota normal como resultado de una dieta grasa se habia comprobado con
anterioridad (297, 301) y supone un aumento del riesgo de sufrir sindrome del intestino
irritable y cancer de colon (302-305). Otros compuestos, como las proteinas del suero
(306), el melon (307), la pulpa de mango (308), los agarooligosacaridos de algas (302),
o0 la bebida y la fibra de soja (296), asi como los probi6ticos (309) han demostrado tener
efectos protectores contra este cambio en la microbiota. Con este experimento se ha

demostrado que la Okara tratada con APH y Ultraflo® L ha mejorado la tolerancia de la
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microbiota ante una dieta grasa, preservando los nimeros poblacionales normales, lo

que tiene un efecto protector contra el cancer de colon.

Cuando se estudia la produccién de AGCC en el tratamiento in vitro, se aprecian
diferencias entre la Okara nativa y la tratada con APH y Ultraflo® L en la produccién de
AGCC, siendo 1,12, 1,36 y 1,55 veces mayor la produccion de los acidos acético,
propionico y butirico en la Okara tratada, respectivamente. En el experimento en ratas
(capitulo 3, articulo 7), los AGCC aumentan cuando la dieta contiene la Okara tratada,
pero no hay cambios significativos en la produccion de acido acético, propidnico ni
butirico. Los acidos acético y propiénico han podido ser absorbidos en el colon, no
siendo detectados en el tratamiento in vivo, ya que en el tratamiento in vitro si se aprecia
una mayor produccion de estos acidos con la Okara tratada. Estos AGCC tienen efectos
en la reduccion del apetito (127), de la glucosa en sangre (129, 132), en el metabolismo
lipidico (130), en los niveles de colesterol (97) e incluso, cierta capacidad
anticancerigena (128). Aunque los cambios detectados tanto in vitro como in vivo en la
produccion de &cido butirico no son estadisticamente significativos, con la Okara tratada
parece que aumenta ligeramente su produccion, lo que puede ser beneficioso para la
salud gastrointestinal. Ademas, dado que el &cido butirico podria haber sido utilizado
por los colonocitos, su cuantificacion puede haber sido subestimada en el tratamiento in
vivo. El &cido butirico tiene efectos anticancerigenos (110, 128, 135-137), efectos
beneficiosos en el sistema inmunitario (131, 138) y contra la inflamacién y obesidad
(22, 136, 142, 143). Se ha comprobado que en ratas tiene un efecto anti-obesidad y
termogeénico (146). Los AGCC se producen en el experimento in vitro durante mas
tiempo cuando se afiade la Okara que con el control positivo (FOS). Esto indica que

dado que la Okara tiene unos carbohidratos més complejos de fermentar que los FOS

(207, 208, 265), la microbiota necesita méas tiempo para fermentarlos, prolongandose su
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efecto prebidtico. En otros estudios, la Okara ya habia demostrado su potencial
capacidad prebidtica al producir AGCC (57, 177, 179, 181). Ademas, se ha observado
una mayor produccion de acidos grasos ramificados en el grupo de ratas suplementado
con la Okara tratada. Estos estan implicados en la resistencia a la insulina y en la
absorcion de electrolitos (116-121) y se sugiere que se producen debido a que la Okara
contiene proteina resistente, que al ser fermentada por la microbiota, produce estos

compuestos. Aun asi, la concentracion que se encontro en el ciego de las ratas fue baja.

La mejora de la absorcidon mineral es un efecto asociado a los prebioticos (106).

En el caso del experimento in vivo (capitulo 3, articulo 7), se ha observado un aumento

en la absorcion de calcio y magnesio en las ratas que consumen Okara tratada, lo que

puede mejorar la salud désea. La absorcién de calcio ha sido 2,17 veces mayor en las
ratas cuya dieta fue sustituida en un 20 % con Okara tratada. Esta mejora comenzé en
las primeras 24 h del experimento. La Okara tratada con APH y Ultraflo® L podria
evitar la deficiencia de calcio, que puede desembocar en el padecimiento futuro de
osteoporosis (100). La mejora en la absorcion de magnesio se aprecia en la semana 4 del
tratamiento, siendo 1,27 veces mayor en las ratas alimentadas con la Okara tratada. El
magnesio tiene efectos beneficiosos en la prevencion de las enfermedades
cardiovasculares y en la mejora de la resistencia a insulina (310-312). Este efecto de la
Okara en la mejora de la absorcion mineral se habia detectado en estudios previos (177,
179). Entre las posibles causas, se incluyen la disminucién del pH por efecto de una
mayor concentracion de AGCC, solubilizando los minerales y posibilitando su
absorcion (149). Otros mecanismos podrian ser un intercambio cationico (150) o un
aumento del area de absorcion (105, 106, 151, 152). Esto altimo se ha observado en el
experimento, ya que los ciegos de las ratas alimentadas con Okara tratada han sufrido

un crecimiento como efecto del mayor contenido en fibra y posiblemente, del acido
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butirico al promover la diferenciacion celular. La fibra insoluble de la Okara tratada
también puede favorecer la absorcion de los minerales, al arrastrarlos hasta el intestino
grueso, donde al ser parcialmente fermentada, los liberaria y se podrian absorber (105,

141, 154).

Se ha comprobado en el experimento con ratas que la Okara tratada con APH y

Ultraflo® L consigue contrarrestar la ganancia en peso de las ratas que siguen una dieta

grasa a partir de la tercera semana de tratamiento. Este efecto anti-obesidad de la Okara
se habia detectado con anterioridad a partir de la cuarta semana de experimento,
indicando que el aumento de la FS de Okara podria ser responsable de que se observe
antes. Otros trabajos sugieren que este resultado es directamente dependiente de la dosis
de Okara utilizada (141, 177-180, 231). Se podria atribuir este efecto anti-obesidad al
menor contenido de carbohidratos disponibles en la dieta suplementada con Okara, 0
bien a que la FS presente en la Okara pueda inducir la saciedad al formar matrices
viscosas (233). No obstante, la FI también puede estar participando, ya que se ha
comprobado que promueve una mayor pérdida de peso que la FS cuando se siguen
dietas altas en grasa (220). La proteina de la Okara también podria ser responsable de

contrarrestar la ganancia en peso (144, 228).

Otro importante efecto beneficioso de la Okara tratada con APH y Ultraflo® L es
la reduccion del nivel de triglicéridos en suero (1,4 veces menor) (capitulo 3, articulo 7).
La reduccion conseguida es similar a la encontrada en otros experimentos con Okara
administrada al 20 % y al 40 %, y mayor que la conseguida cuando se administra al 10
% (177, 178, 180, 181, 231), lo que sugiere una dependencia de la dosis de Okara. No
se han observado cambios en los niveles de colesterol, o que concuerda con algunos

experimentos con Okara (178, 179), aunque otros autores si han encontrado una
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disminucion del colesterol total o LDL en sangre, en especial cuando la dosis de Okara
suministrada es alta (177, 180, 231). El efecto en la reduccion de los lipidos plasmaticos
de la fibra se debe, en parte, a las matrices viscosas que forma la fibra soluble en las que
quedan retenidos (96, 236, 237), aunque también se ha indicado que puede estar
implicada la regulacion génica del metabolismo lipidico (231). Ademas, la proteina de
soja reduce el colesterol y triglicéridos (229, 238-240), por lo que no se puede descartar
que la proteina de la Okara pueda ser parcialmente responsable de este efecto

beneficioso.

En el tratamiento in vivo también se ha determinado que la Okara tratada con

APH y Ultraflo® L tiene un efecto beneficioso en el metabolismo de los aminoécidos, al

reducir 1,2 veces el contenido de urea en suero, lo que no se habia estudiado hasta
ahora. En otros prebioticos o productos con alto contenido en fibra, se ha atribuido este
efecto a un cambio en la expresion génica del ciclo de la urea (313-315). No se ha
encontrado ningin cambio en la glucosa en suero en el experimento in vivo, lo que
concuerda con otros estudios en Okara (177, 178, 180). Los oligosacéridos de la soja,
sin embargo, si producen una disminucion de la glucosa en sangre (229), pero la Okara
no parece tener este efecto. Tampoco se observan cambios en el estado antioxidante del
ciego, lo que concuerda con la baja capacidad antioxidante de la Okara tratada (capitulo
2). Esto indica que el poder antioxidante de la Okara tratada no es suficiente para evitar

el estrés oxidativo asociado a una dieta grasa (177).

En esta tesis se ha optimizado un tratamiento con APH y enzimas hidroliticas de
grado alimentario, para que resulte lo méas barato posible si se aplica industrialmente en
Okara de soja. La monitorizacion del efecto de este tratamiento sobre la fibra soluble de

la Okara se puede realizar mediante el método sensible y rapido de HPLC-ELSD
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desarrollado. La Okara tratada con APH y Ultraflo® L ha demostrado tener un efecto

prebidtico in vitro e in vivo. Sin embargo, se necesitarian estudios en humanos para que

fuese considerada un prebidtico. Este tratamiento ha aumentado el valor afiadido del
subproducto Okara, dando lugar a un nuevo ingrediente potencialmente prebidtico y con

un mayor contenido en fibra soluble. La Okara de soja tratada se podria utilizar como

ingrediente funcional en alimentos procesados. Ademas, este tratamiento y posterior
utilizacion evitaria que la Okara se convierta en un residuo que pueda dar lugar a

problemas medioambientales cuando se desecha.
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A partir de los objetivos y los resultados obtenidos en esta tesis, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

Desarrollo y validacién de un método cromatogréafico (HPLC - ELSD) que
permita monitorizar la liberacion de fibra soluble de la Okara cuando se emplea

un tratamiento con APH y enzimas hidroliticas.

1. EIl detector ELSD permite analizar rapidamente carbohidratos de pesos
moleculares distintos (0,15 - 500 kDa), consiguiendo una alta sensibilidad y
precision.

2. EI método HPLC-ELSD es capaz de identificar y cuantificar los
carbohidratos de Okara, asi como de detectar diferencias debidas al
tratamiento con APH y enzimas. Este método aplicado a Okara es mas

sensible que el método oficial de deteccidn de la fibra dietética de la AOAC.

Tratamiento de la Okara con altas presiones hidrostaticas y enzimas
especificas para solubilizar la fibra: optimizacién del tratamiento y efectos

potencialmente funcionales.

1. Las enzimas de grado alimentario Ultraflo® L y Viscozyme® L a baja
concentracion y en condiciones facilmente aplicables a nivel industrial son
capaces de liberar carbohidratos solubles de la Okara.

2. El tratamiento simultaneo de Okara mediante APH y enzimas (600 MPa,
1:40 enzima/Okara y 30 min) consigue aumentar la concentracion de
carbohidratos solubles a mas del doble de la inicial y disminuir su peso
molecular, mejorando su funcionalidad potencial. Hay una sinergia entre
cada una de las enzimas (Ultraflo® L y Viscozyme® L) y las APH, siendo
ligeramente mayor la actividad de Ultraflo® L bajo presion.
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Estudio de los efectos beneficiosos en la salud, en especial del efecto
prebidtico, de la Okara tratada por altas presiones hidrostaticas y enzimas

hidroliticas mediante modelos experimentales in vitro e in vivo.

1. El incremento de la fibra soluble conseguido con el tratamiento con APH y
Ultraflo® L mejora la capacidad prebi6tica de la Okara al promover el
crecimiento de Bifidobacterium y Lactobacillus, inhibir en mayor medida a
las bacterias potencialmente perjudiciales y producir una mayor cantidad de
AGCC que la Okara nativa en un experimento in vitro.

2. La Okara tratada con APH y Ultraflo® L suministrada al 20 % consigue
frenar la ganancia en peso en ratas alimentadas con una dieta rica en grasa,
reducir los triglicéridos en sangre y tiene un efecto beneficioso en el
metabolismo de los amino&cidos.

3. La Okara tratada con APH y Ultraflo® L tiene efectos prebiéticos al
aumentar la produccion de AGCC, incrementar la absorcion del calcio y
magnesio y demostrar efectos protectores de la microbiota normal en ratas,

al evitar los cambios perjudiciales causados por una dieta rica en grasa.
Conclusion general

En resumen, el tratamiento optimizado con APH y enzimas alimentarias
consigue aumentar la fibra soluble de la Okara, siendo facilmente adaptable a nivel
industrial. Esto mejora la funcionalidad y capacidades prebidticas de la Okara, que
ademas, frena la ganancia en peso y mejora la salud cardiovascular en ratas. La Okara

tratada podria utilizarse como un nuevo ingrediente funcional en alimentos procesados.
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Conclusions

According to the objectives and results achieved in this thesis, the following

conclusions can be extracted:

Development and validation of a new HPLC-ELSD method to monitor the

release of soluble fibre from Okara treated with HHP and hydrolytic enzymes.

1. An ELSD detector can analyse carbohydrates with a wide range of molecular
weights (0.15 - 500 kDa), achieving a good sensitivity and precision.

2. The HPLC-ELSD method identifies and quantifies the carbohydrates from
Okara and detects changes when the HHP and enzymatic treatment is
applied. This method is more sensitive and faster than the official AOAC

method for dietary fibre determination.

Treatment of Okara by high hydrostatic pressure and specific enzymes to
improve the solubility of the dietary fibre: treatment optimization and potentially

functional effects.

1. Food-grade enzymes Ultraflo® L and Viscozyme® L applied in low
concentration and conditions for an easy industrial application are able to
release soluble carbohydrates from Okara.

2. Simultaneous treatment of Okara with HHP and enzymes (600 MPa, 1:40
enzyme/Okara and 30 min) results in a 2-times higher content of soluble
carbohydrates with smaller MW than in the native Okara, which improves its
functionality. There is a synergy between the treatments, as the activity of
Ultraflo® L and Viscozyme® L is higher under HHP; particularly, Ultraflo®

L.
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Analysis of the beneficial health and prebiotic effects of HHP and enzyme

treated Okara by in vitro and in vivo experiments.

1. The increase in soluble dietary fibre after HHP and Ultraflo® L treatment
enhances the potential prebiotic effect of Okara, as it promotes the growth of
beneficial bacteria, Bifidobacterium and Lactobacillus, inhibits potentially
harmful bacteria and produces more SCFA than native Okara in vitro.

2. The supplementation with 20 % Okara treated by HHP and Ultraflo® L to
rats fed a high-fat diet has weight-loss capacities, decreases blood
triglycerides and has a beneficial effect on amino acids metabolism.

3. A prebiotic effect of Okara treated by HHP and Ultraflo® L has been
observed, as it increases calcium and magnesium absorption, stimulates the
production of SFCA and protects the microbiota against the deleterious

changes caused by a high-fat diet.
General conclusion

In summary, the optimized HHP and enzymatic treatment increases the soluble
dietary fibre of Okara, and it has an easy industrial adaptability. This treatment
enhances the prebiotic effect of Okara, which also has beneficial weight-loss and
cardiovascular protective effects in rats. Treated Okara could be used as a novel health-

promoting and functional ingredient for processed foods.
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