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PROPIEDADES FUNCIONALES DE PROTEINAS EN ALIMENTOS

Solubilidad : efectos de sales neutras, temperatura y

de otras variables.

Sorcién de agua - Hinchazdn - Viscosidad

Gelacidn

Propiedades de Superficie : Emulsificacién (capacidad,
estabilidad y actividad de

emulsidn).

Propiedades de espuma (expan-
sién, capacidad o rebosamien-
to y estabilidad de espuma).

Propiedades Organolépticas

Ligazdén

Formacién de Masa

Pactores de Procesamiento y Propiedades Funcionales

Modificacién de Protefnas : Texturizacién, hidrdlisis
(4cida, alcalina), proteo-

lisis. Produccidén de deri-

vados.



PROPIEDADES FUNCIONALES DE PROTEINAS EN ALIMENTOS

Las protefinas no se ingieren aisladamente, son compo-
nentes de alimentos o ingredientes de alimentos. Mientras
las proteinas por si mismas son reconocidas como nutrientes
esenciales de la dieta, los alimentos proteicos comunes (car-
ne, pescado, huevos y productos lé4cteos) deben su amplia de-
manda al placer gastrondmico que confieren, més que a su va-
lor nutricional. En estos alimentos, las proteinas son compo-
nentes estructurales que contribuyen con propiedades funcio-
nales especificas, directamente asociadas a su popularidad
como alimentos. Los alimentos proteicos de origen animal Boﬁ
o resultan caros, en términos de requerimiento de tierra y
precios de mercado. En reconocimiento de la necesidad que
existe en todo el mundo de sumentar las proteinas en la die-
ta, particularmente para los grupos de bajos ingresos, se han
prodigado intensos esfuerzos para desarrollar alimentos pro-
teicos de bajo costo y una creciente atencidn de la investi-
gacidén se ha desviado de los alimentos proteicos tradiciona-
les a las denominadas proteinas alimenticias "no convenciona-
les". Existe, por lo tanto, la necesidad de tener informacidén
acerca de las propiedades funcionales de estas proteinaa.l

De manera general, las propiedades funcionales de las
protefnas indicen ciertas propiedades fisicoquimicas las
cuales, a juzgar por la calidad de los atributos del produc-
to final, afectan el proceso y comportamiento de la proteina
en sistemas de alimentos. Estas reflejan complejas interac-

ciones entre la composicidén, estructura y propiedades fisi-
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coquimicas de las protefnas en s{, de otros componentes de
los alimentos y del medio ambiente al que se asocian y en el
que se evaldan.

Las amplias categorias de propiedades funcionales més
importantes en alimentos incluyen : propiedades organolépti-
cas (color, olor, "flavor", textura); hidratacién (solubili-
dad, dispersibilidad, hinchazdén, ligazén de agua); propiedades
de superficie (emulsidén, espuma, adsorcién); adhesividad ;
texturizabilidad ; formacién de masa ; formacién de fibra y

formacién de film etc. .
Las propiedades funcionales estdn influenciadas y varfian

de acuerdo a la fuente de proteina, método de aislamiento, con-
diciones de deshidratacién o secado, concentracidén, modifica-
cién (quimica, enzimédtica) y varias condiciones ambientales
tales como temperatura, pH y fuerza idnica; as{ como la pre-
sencia de materiales adventicios : sales, lfpidos, emulsifi-
cantes y carbohidratos.

Usualmente las protefnas de los alimentos estdn compues-
tas de varias protefnas diferentes, cada una con distintas
propiedades (solubilidad, punto isoeléctrico , susceptibili-
dad a la desnaturalizacidn, etc.). La funcionalidad asociada
con ciertas preparaciones con proteinas puede no reflejar las
propiedades de las proteinas totales, sino méds bien de uno de
los componentes; ademds, la funcionalidad particular varfa con
el sistema de alimento y su aplicacién y por supuesto ninguna
proteina desempeiia todas las funciones deseadas,

La determinacién sistemdtica de propiedades funcionales
deberd realizarse cuando se desarrollan nuevas fuentes de pro-
tefnas, concentrados y "aislados". Estas son requeridas para

evaluar y posiblemente predecir como se comportardn las nue-
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vas protefnas en sistemas especificos, as{ como para demos-
trar si esas protefnas pueden o no ser usadas para simular
o reemplazar a las protefnas"convencionales",

La evaluacidén de cada protefna en términos de sus propie-
dades funcionales se fue complicando a través del tiempo en ra-
zén de los distintos métodos empleados. Hasta el presente exis-
ten pocos métodos normalizados y los numerosos investigadores
que operan en esta area emplean una variedad de métodos para
medir propiedades funcionales. Como consecuencia muchos de los
datos publicados son de uso limitado a fin de comparar resul-
tados sobre funcionalidad de distintas proteinas. Por lo tan-
to son necesarios métodos cuantitativos normalizados para fa-
cilitar la tabulacién de datos védlidos sobre propiedades fun-
cionales de protefnas de fuentes "convencionales" y "no conven-
cionales".

Tradicionalmente, los nuevos ingredientes se ensayaban en
productos alimenticios bajo condiciones prdcticas. Mientras es-
tos "tests" son finalmente necesarios, resultan costosos y con-
sumen mucho tiempo para producir una informacidén de aplicacién
muy limitada. Una solucidn a este problema es el uso de siste-
mas"modelo"en los cuales el comportamiento de la proteina pue-
de ser medido objetivamente. Muchos ensayos de sistemas "mode-
lo" se requieren para determinar la adecuacidn de las nuevas
protefnas en aplicaciones especificas. Ello por el nimero y
complejidad de los sistemas de alimentos, por el amplio ran-
go de propiedades funcionales de las protefnas y por su varia-
cién con la fuente proteica. Esto hace dificultoso extrapolar
vdlidamente los datos obtenidos en un sistema "modelo" & una
aplicacién en alimentos. A pesar de las dificultades encon=-

tradas en la extrapolacidn de resultados de sistemas "modelo"



a productos alimenticios, la sencillez de éstos dltimos bien
disefiados, garantizan su desarrolloe continuo y su uso en mu-

chas areas de 1nvostigacidn.2'

SOLUBILIDAD
La mayorfa de las propiedades funcionales importantes de

de las protefnas en alimentos se relacionan a las interaccio-
nes agua-protefna, por ejemplo : solubilidad, viscosidad, ge-
lacién, espuma y emulsificacidn.

El comportamiento frente a la solubilidad proporciona un
buen indice de 1las aplicaciones potenciales y limitaciones de
las protefnas y también suministra informacidén dtil acerca de
la optimizacién de los procesos y la determinacién de los e-
fectos del calor, los cuales pueden afectar las aplicaciones
actuales y potonciales3. La solubilidad es quizéds el {ndice
méds préctico para determinar la extensién de la desnaturali-
zacién. Los perfiles de solubilidad de nitrdgeno en funcidn
del pH estdn siendo usados crecientemente como una guia de
funcionalidad, siendo a menudo la primera propiedad medida
y deberia realizarse en cada etapa de preparacidm y proceaol".

Varios términos designan diversos métodos utilizados pa-
ra medir solubilidad de protefnas en alimentos con propdési-
tos comerciales.Ellos son : WSP, “water-soluble protein®
( protefna soluble en agua); WDP, "water-dispersible protein"
(proteina dispersable en agua); PDI, "protein dispersibility
index® (fndice de dispersibilidad de protefna); NSI, "nitro-
gen solubility index" ({ndice de solubilidad de nitrdégeno),

siendo los dos dltimos los méds comunmente empleados como mé-

‘todos oficiales del AOCSS.
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Las etapas bdsicas para determinar solubilidad han si-
do descriptas por Lawhon y Carters, Hermansson3’7 Yy Betschart‘-
Ellas involucran la dispersidén de proteina en agua, ajustando
el pH con ClH 6 NaOH para obtener el valor deseado, agitando
un tiempo determinado a una dada velocidad, al cabo del cual
se centrifuga a velocidad y tiempos preestablecidos, deter-
minando nitrégeno en el sobrenadante.

La solubilidad es afectada por un gran nimero de facto-
res, a saber: fuente de proteina, historia del proceso, tra-
tamiento en su preparacién y procesado. El concepto de solu-
bilidad usado para protefnas es dependiente de las condicio-
nes experimentalés y no puede ser definido por los productos
de solubilidad usados para 331353, siendo afectado por las con-
diciones de ensayo tales como : pH, temperatura, iones y con-
centracién de los mismos, velocidad y tiempo de agitacidn,
velocidad de centrifugacién, concentracién de protefna y pre-
sencia de otros ingredientes.

Los cambios en la estructura macromolecular de las pro-
tefinas como funcién de las variables han sido analizados por
von Hippel ¥y Schleicha. Las variables pueden ser clasificadas
de la siguiente forma :

Sales neutras : cuando las sales se agregan progresiva-

mente & una solucdién de proteina, la solubilidad aumenta (fe-

némeno que recibe el nombre de solubilizacidén por salado o
“salting in"), pasando por un médximo y luego comienza a dis-

minuir (efecto llamado precipitacidn por salado o "salting

out” ) s
El proceso de "salting in" ha sido explicado como inte-

racciones electrostdticas no especificas entre las moléculas
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de proteina cargada y el ambiente idnico.Estas interacciones
llevan a cabo una disminucién neta del coeficiente de acti-
vidad lo cual es reflejado por un aumento de la solubilidad.

El fendmeno de "salting out" observado con fuerzas iéni-
cas elevadas posiblemente es el resultado de la rivalidad de
las proteinas y de los iones salinos por las moléculas de agua
disponibles; esto impide la total solvatacién de la proteina
con lo cual las interacciones protefna-proteina son més impor-
tantes que las interacciones proteina-agua, disminuyendo la
solubilidad.

pH : un cambio de pH afecta la carga de la proteina y el
balance electrostdtico. Por el lado alcalino del punto isoeléc-
trico, las proteinas tienen una carga neta negativa y las fuer-
zas repulsivas causan un incremento de la solubilidad. En el
punto isceléctrico la carga neta es cero y las moléculas se
unen, dominan 1las fuerzas atractivas y el resultado es un
mfnimo de solubilidad. Por el lado é4cido, la carga neta es
positiva y nuevamente aumenta la solubilidad.

Temperatura : un incremento en la temperatura tiene un

efecto de desorden sobre las proteinas y el solvente. Las
protefnas podrén desdobiarse ocurriendo nuevas interacciones
y a una cierta temperatura tiene lugar agregacidén y coagu-
lacidn.

En el curso del desenrollamiento, los grupos hidrofd-
bicos estén expuestos al agua, lo cual es termodinémicamente
desfavorable e induce a interacciones hidrofdbicas parcial-
mente responsables de la agregacidn. La oxidacidn de grupos
-SH a puentes =-S-S- intra e intermoleculares puede coniri-

buir a la agregecién , pero 1la oxidacién puede también in-
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ducir la formacién de grupos -SOH, -302H y —SO3H.
Otras Variables : los solventes orgédnicos pueden afec-

tar las proteifnas ya sea directamente por unién especifica
0 indirectamente alterando el cardcter del solvente. Los sol-
ventes orgénicos con grupos polares que pueden actuar con gru-
pos polares de la superficie proteica y con grupos no pola-
ree que pueden interactuar con grupos hidrofébicos del inte-
rior de las moléculas después del despliegue, son los méds fuer-
tes desnaturalizantes; en cambio los solventes altamente no
polares insolubles en agua tienen un efecto desnaturalizan-
te débil.

Las condiciones de ensayo difieren en los distintos tra-
bajos. Las concentraciones de proteina utilizadas varian en-
tre 0,2; 0,5; 1,0 y 2,0%, siendo la de 1% la preferida por

4 informé que la 80~

la mayoria de investigadores. Betschart
lubilidad de la protefna de hoja disminuye a medida que se
incrementa la concentracidn de proteina del 1 al 5%; sin em-
bargo Hermanaaon3 utilizando ese mismo rango de concentra-
ciones no encontréd diferencias en la solubilidad de los "ais-
lados" proteicos de soja, caseinato y concentrado proteico

de suero. Recientemente Shen9 estudiando el efecto de las con-
diciones experimentales sobre la solubilidad de "aislados"

de 80 ja observd que las solubilidades no eran afectadas por
la concentracién en el ensayo.

Las condiciones de centrifugacidn varf{an considerable-
mente en los distintos trabajos, empledndose condiciones ta-
les como : 1500 rpm por 15 minutos5, 2000 rpm por 20 minu-
toss'lo, 4300 x G por 20 minutosll, 10000 x G por 15 minu-

tosl y 40000 x G por 30 minutos3. En general altas velocida=-
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des y tiempos prolongados de centrifugacién resultan en va-

lores aparentemente mds bajos de solubilidad.

SORCION DE AGUA - HINCHAZON - VISCOSIDAD
La absorcién de agua y agua ligada han sido mencionadas

intercambiablemente por la literetura.

La adsorcién de agua se define como el agua adsorbida
| por un polvo de protefna seco después de establecerse el
equilibrio con vapor de agua a una humedad relativa conocida.
Hagunmaierlz determind la unidn de agua de varias protefnas
de origen animal y de origen vegetal, observando en las pri-
meras una mayor capacidad para ligar agua y concluyendo que
existe una correlacidn lineal entre la capacidad de ligar
agua y la presencia de grupos hidrofflicos (-0H y -C=0), con
excepcién de los grupos amida. E1 pH de las suspensiones a-
cuosas (antes de liofilizarlas) tuvo poco efecto sobre la ad-
sorcidn de agua y dado que la solubilidad es muy dependiente
del pH, esta contrastante dependencia con el mismo indica que
no existe correlacidén entre la solubilidad y el agua adsor-
bida por una proteina.

El agua ligada se refiere al agua que es retenida por
una protefna luego de filtracidén o centrifugacidn suave.
Este métodol3, esencialmente involucra mezclar la proteina con
agua y centrifugar la dispersidén; la cantidad de agua reteni-
da en el "pellet" después de la centrifugacién es informada
como agua de absorcidn.

La capacidad de ligar agua varia con la proteina , su
composicién, presencia de hidratos de carbono (polisacéri-

dos hidrofilicos),lfpidos ,pH y sales; asi también es influen-
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ciada por los procesos de calentamiento, tratamiento alca-
lino y uniones disulfuro, etc. .

La capacidad de ligar agua en las diferentes proteinas
debe ser determinada para facilitar ajustes en alimentos
formulados cuando se intercambian fuentes proteicas. Algunas
proteinas con alta capacidad de ligar agua, cuando se agre-
£an en una formulacidn'pueden embeber una cantidad despropor-
cionada de agua y deshidratar otros componentes del sistema;
entoces son necesarios ajustes en la proporcidén de agua pa-
ra obtener la viscosidad requerida.

Un método llamado "hichazén" es esencialmente otro ca-
mino para medir absorcidén de agua en preparaciones proteicas.
La *hinchazdén" puede ser definida como una incorporacién es-
ponténea de un solvente por un sélido y es un fenémeno fre-
cuentemente observado como la primera etapa en la solvatacidén
de polimeros. En este caso la "hichazén" continda indefinida-
mente y la situacidén de equilibrio trivial es una solucién.
En otros casos la solvatacidn puede ser impedida por la pre-
sencia de varias fuerzas intermoleculares en la muestra hin-
chada. E1 concepto de "hinchazdn" no puede ser claramente de-
finido y una descripcidén de su comportamiento deberéd ser pu-
ramente empirico.

14,15 ha definido la "hinchazdén" como un buen

Hermansson
{ndice de funcionalidad y estudid esta propiedad en varios
sistemas proteicos, observandd que su comportamiento varia
con la fuente de proteina, tamario de particula, pH, fuerza
idnica y temperatura.

La “"hinchazén" de proteinas es una propiedad funcional

importante en salchichas, flanes y masas. En estos alimentos
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las proteinas absorben agua pero no se disuelven a causa de
la insuficiente cantidad de agua; en consecuencia se hinchan
e imparten caracteristicas tales como cuerpo, grosor y visco-
sidad.

El conocimiento de las propiedades de flujo y de visco=-
aidad15 de las dispersiones proteicas tiene significacidn
prédctica, provee la informacién necesaria pera el dptimo di-
sefio de procesos, puede ser usado en el control de calidad de
proéenos y de productos finales, as{ como sobre los campos a-
propiados de aplicacién de las nuevas proteinas. Es de impor-
tancia en la sensacidén bucal y en consecuencia en la acepta-
bilidad de los productos terminados y finalmente puede ser in-
formativo en relacidén a las interacciones fisicoquimicas entre
las proteinas.

Las propiedades de flujo se gobiernan por el tamafio mo-
lecular, forma, carga y capacidad de "hinchazdn"de las protei-
nas y ademds se afectan por las condiciones ambientales.

Las proteinas solubles y no hinchables poseen baja viscosidad;
las solubles con alta "hinchazdén" inicial demuestran una vie-
cosidad dependiente de la concentracién y las proteinas con
capacidad de "hinchazdn" limitada muestran alta viscosidad a

concentraciones relativamente bajas.

GELACION
La capacidad de formar geles bajo condiciones précticas
es una propiedad importante de muchas protefnas alimenticias.
Los geles de proteina son formados por interacciones intermo-
leculares las cuales producen una red tridimensional exhibien-
do una estructura rigida, en la cual el agua es atrapada. Los

geles se caracterizan por tener una viscosidad relativamente

alta, plasticidad y elasticidad.
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Los tipicos geles de proteina son los de gelatina, cla-

ra de huevo coagulada, tofd de soja, cuajos de caseina y ge-
les de miofibrillas de carne o pescado solubles en medio sa-
lino. .
La formacidén de un gel de proteina, generalmente requie-
re un calentamiento previo de la proteina para causar al me-
nos una desnaturalizacidn parcial o el desdoblamiento de las
cadenas polipeptidicas. Ferrylﬁen una discusidén sobre gela-
cidn establecid que los geles de proteinas desnaturalizadas
pueden ser formados solamente cuando se alcanza un balance
eritico de fuerzas atractivas y repulsivas. La gelacién se
puede describir como un proceso en dos etapas involucrando la
desnaturalizacidn inicial de la protefna nativa en polipép-
tidos desenvueltos, los que gradualmente se asocian para for-
mar la matriz del gel (si las fuergas atractivas y condicio-
nes termodinémicas resultan adecuadas). En el enfriamiento los
 polipéptidos desenrollados se asocian para formar una red.
El "cross-linking" puede involucrar miltiples enlaces hidré-
geno, atracciones idnicas, uniones -S-S-, asociaciones hidro-
fébicas o una combinacién de éstos, tipos de uniones que va-
rién cuali y cuantitativamente en los distintos geles de pro-
teina.

El fendémeno de gelacidn, su mecanismo y los factores que
lo afectan, tales como concentracién de proteina, temperatura,
pH, sales, iones y azdcares han sido estudiados para la gela-
tina y proteinas de soja. Otras proteinas investigadas por
sus propiedades gelificantes son : proteinas del misculo, glu-
ten de trigo, “aislados" de semilla de algodén y preparacio-

nes de proteinas de hojas.
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PROPIEDADES DE SUPERFICIE

Las propiedades de emulsificacién, espuma y batido son
requerimientos funcionales primarios de muchas proteinas.
Las propiedades estédn relacionadas a la capacidad de las pro-
teinas para dismipuir las tensiones interfaciales entre los
componentes hidrofébicos e hidrofilicos en los alimentos y su
funcidn refleja la composicién y conformacién de la proteina.
Generalmente estas propiedades estdn relacionadas con la solu-
bilidad acuosa de las protefnas.

Emulsificacidn
Tres métodos diferentes se han usado en la investigacidn

de propiedades de emulsificacién de protefnas : Capacidad de
emulsidén , estabilidad de emulsidn y actividad de emulsidn.
Las dos primeras son las mds usadas y muy pocos trabajos sobre
actividad de emulsién se citan en la literatura.

La capacidad de emulsidn se define usualmente como el
voldémen de aceite (ml) que puede ser emulsificado por gramo
de proteina, antes que ocurra inversidn de fase o colapso de

la emulsién.
La estabilidad de emulsidén se refiere a la capacidad de

una proteina para formar una emulsién que permanezca inaltera-
ble durante un lapso establecido bajo condiciones especificas.
Los métodos para determinar capacidad de emulsidén, punto
final, colapso de emulsién o punto de inversidén son variados.
La mayorfa de las condiciones ussdas para determinar la capa-
cidad de emulsién de proteinas han sido elegidas arbitraria-

mente por los distintos investigadores, dificultando ello la

comparacién de resultados.
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El método més comunmente usado es el sistema modelo de-
sarrollado por Swift y col.17 ; esencialmente este involucra
la adicién continua de un aceite o grasa a una dispersién
proteica (en agua 0 en solucién salina) durante la homogeni-
gacién, midiendo el voldmen de aceite agregado cuando se rom-
pe la emulsién. Los valores de capacidad de emulsidn se expre-
san en ml de aceite emulsificado, ml de aceite por unidad de
peso de muestra, ml de aceite / unidad de protefina o de N en
la muestra. E1 volimen de aceite requerido para alcanzar el
punto de inversién se puede expresar como un porcentaje del
volimem de la emnlaién'totalla (voldmen de aceite agregado
més voldmen de la solucién proteica).

El conocimiento de todos los factores que gobiernan la
formacién de la emulsidn es critica para evaluar las aplica-
ciones potenciales de las nuevas protefinas, asi como las con-
diciones prédcticas bajo las cuales los productos emulsifica-
dos son mantenidos ( por ej. : temperatura) que influencia-
rdn la estabilidad de la emulsidn. '

La capacidad de emulsidén de las proteinas es de suma
importancia en su utilizacidn en aderezos para ensaladas y
en productos con-cafne picada.,

Varios investigadores han estudiado Bistemé%icamanta
los diversos factores y con"diciones que afectan la capaci-
dad y estabilidad de las emulsiones. Al respecto y entre o-
tros se pueden citar los trabajos deé Safflel’ y swigtll120
sobre emnisiones de carne y el de Crenweldgel8 sobre aisla-
dos de soja, algoddn, hemoglobiﬁa bovina y leche descremada.
La accién de las protefnas como emulsificadoras estd influen-
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ciada por la concentracidn de proteina, la velocidad de mez-
clado, el tipo de aceite, el test utilizado, sales ( tipo y
concentracidén), pH, temperatura, azicares y contenido acuo-
so. Ademés, factores del procesado tales como congelado, des-—
congelado, altas temperaturas y bajos valores de pH, los cua-
les pueden conducir a desnaturalizacidén que invariablemente,

reduce la capacidad y estabilidad de emulsidn.

Propiedades de Espuma
La formacidn o capacidad para formar espumas estables

con el aire es una propiedad funcional importante para varios
productos, tales como : tortas esponjosas, bizcochuelos a ba-
se de claras (“angel food cakes"), souflés, merengues y cu-
biertas batidas para postres, etc. . Los términos espuma y
batido se emplean en forma intercambiable.

Estas propiedades se miden como expansidén de espuna,

capacidad de espuma o rebosamiento. Los métodos y criterios
usados varfan con los distintos investigadores, pero esencial-

mente involucran la medida del volumen de espuma obtenido a

partir de un voldmen y concentracién conocida de una disper-
s8idn proteica, seguido por un batido o agitacidn intensa en
un cilindro graduadoc o después de burbujear aire a través de
una solucidn.

La estabilidad de espuma se refiere a su capacidad para
retener su méximo volumen durante todo el tiempo y es general-
mente determinada por la medicidén de la velocidad de pérdida

de flufdo a partir de la espuma (separacidn de fase liguida).
La formacidn de espuma, usualmente consiste en burbujas

de aire dispersadas y cubiertas con un lfquido conteniendo
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un tensioactivo soluble. La protefina debe desempeflar con-
currentemente dos funciones para permitir la formacidn de
espuma, a saber : reducir la tensién superficial del liqui-
do y formar films cohesivos contfnuos alrededor de las bur-
bujas de aire. En esta dltima funcién es necesario un cierto
grado critico de cohesién (atraccidn protefna - proteina), la
cual no ocurre si hay una atraccidén proteina - agua muy gran-
de, pero una interaccidn excesiva proteina - proteina resul-
ta en agregacidn. Es entonces necesario un film continuo de
proteina soluble paras impartir elasticidad a la membrana de
modo tal que pueda adaptarse a cambios de voldmen y una co-
hesidn intermolecular que estabilice la espuma y forme la
armazdén estructural y en casos especificos, pueda coagular
bajo calentamiento (coccidn) preservando la estructura de la
espuma original.

Numerosos factores influencian las propiedades absolu-
tas y relativas de las proteinas para formar espuma, a sa-
ber : fuente de proteina, método de preparacidén y de medi-
cién, composicidn, concentracidn y solubilidad de la protei-
na, pH, temperatura, tiempo de batido, duracidn del calenta-
miento y presencia de sales, lipidos y azidcares. .

La albdmina de huevo es una protefna gque exhibe una
excelente capacidad para encapsular aire y se usa como “pa-
trén" para comparar otras protefnas. Debido a que las cuali-
dades criticas deseadas en el bizcochuelo a base de claras
(buen volimen, terneza y fina textura) estén determinados
por la capacidad de batido de la clara, el voldmen de este

bizcochuelo es frecuentemente usado para evaluar la habili-
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dad de formar espumas por parte de claras de diferentes hue-
vos y otras proteinas.

Varias investigaciones han sido realizadas para reempla-
gar la clara de huevo por otras proteinas en preparaciones
de batido. Entre las proteinas estudiadas se hallan las pro-
tefnas del suero, el concentrado proteico de pescado, globi-
na aislada de hemoglobina, gluten de trigo, proteinas de ho-
jas de alfalfa y protefnas de semillas de oleaginosas, tales
como soja, algoddén y girasol.

PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS
El "flavor" es quizds la propiedad mds importante en

la determinacidn de la aceptabilidad y cuando ea el rasgo
menos dominante, la sensacién en la boca o textura asumen
importancia relativa.

Las protefnas afectan las propiedades sensoriales de
los alimentos tales como:apariencia, textura (soluciones,
geles, espumas, emulsiones o trozos extruides), color (reac-
ciones de "browning") y "flavor" (via reacciones de "brow-
ning", reacciones de eliminacidén de SH2, via proteolisis y
por atrapado o unién de"flavors" deseables e indeseables).

Bl color, olor, "flavor" y textura son los atributos
claves de las nuevas protefinas que van a decidir si podrédn
ser usadas en muchos productos, dado que la introduccidn de
estas proteinas podrfa ser la fuente de "flavors" inusua-
les o indeseables a partir de aminodcidos, péptidos, lipi-
dos y lipoproteinas ("off - flavors").

Estos pueden ser contaminantes de la proteina en si
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0 pueden ser generados durante las etapas de procesado y
almacenamiento de los alimentos formulados.

Los "off - flavors" constituyen problemas en muchas pro-
tefnas (soja, case{na, manf, pescado, protefnas de ho jas,
etc.), generalmente ello resulta de la presencia de muy ba-
jas concentraciones de 1ipidos en esas preparaciones. Si bien
eatos “"off - flavors" estdn presentes en pequefias cantidades
(pocos mg/Kg) se adhieren a las proteinas y persisten en los
productos a través del proceso. En tales casos la extraccidn
de proteinas con solventes orgénicos relativamente polares
(etanol) puede ser necesario. Desafortunadamente en esta e-
tapa suele ocurrir desnaturalizacidén alterédndose la funcio-
nalidad de la proteina.

Los componentes nitrogenados, tales como aminoécidos,
péptidos y nucledtidos poseen una variedad de "flavors", tal
es el caso del sabor amargo de los péptidos ricos en leucina,
el sabor dulce de la glicina, alanina y glutamilpéptidos, los
cuales enmascaran los "flavors" amargOBZI.

En adicidén a su accidén como fuentes de "flavors" por si,
las protefnas unen compuestos responsables de "“"flavor"; en
este caso cuando son usadas como ingredientes de los alimen-
tos la capacidad de unir "flavors" es un atributo critico de
las nuevas protefnas, por ej. en la utilizacidn exitosa de
carnes simuladas. La pérdida de “flavor” durante el proceso
comercial, alﬁacenaje y preparacidn casera, as{ como la po-
sibilidad de un “flavor" indeseable, son problemas signi-

ficativos en este tipo de productos.
Los andlogos de la carne podrian reemplazar el 20% del
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mercado vacuno en 1980, Este objetivo depende del logro

exitoso en la simulacién del "flavor" cérnico.

LI GAZON

La ligazdn se refiere a la habilidad de una proteina
para mantener ingredientes juntos en estado sdélido, semiso-
lido y flufdo y en algunos caso implica la prevencidn o
disminucidén de la pérdida de componentes voldtiles. Es una
propiedad importante en relacién a grasas, agua, “flavor" y
otros componentes de los alimentos, as{ tambien en relacién
a la viscosidad y a la formacidén de fibras y "films" protei-
cos.

La ligazdén y sus caracteristicas estdn influenciadas por
el pH y la fuerza idnica (ambas afectan las propiedades de
superficie y area superficial de las moléculas de proteina),
por la presencia de hidratos de carbono y lipidos, por el
grado de emulsificacidén de la grasa, el tamafio de las par-
ticulas de protefna, la extensién de la agitacidn mecénica,
la modificacidn enzimética o quimica y los tratamientos de
temperatura.

Generalmente las protefnas més hidrofébicas, que tienen
tensidén superficial méds baja, muestran mejor unién a materia-
les lipof{licos (emulsificantes, lipidos y flavorizantes).

Las protefnas de la carne solubles en medio salino son
importantes en la ligazdén de componentes de la carne y en la
textura y estructura de carnes procesadas. La capacidad de
adhesién de estas proteinas estd ejemplificada por su habi-

lidad para unir trozos de carne triturada. Los ligantes se
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usan rutinariamente en salchichas y "frankfurters" e inclu-
yen entre otros caseinatos, harinas, concentrados y "aisla-
dos" de soja y leche en polvo descremada. Estos ligantees fun-
cionan decisivamente en la estabilizacién de emulsiones de
carne durante la coccidn y el ahumado, formando una matriz
estructural después del enfriado. Se usan frecuentemente pa-
ra impartir funcionalidad adecuada a carnes deficientes en
esa propiedad (baja cantidad de miofibrillas solubles en me-
dio salino); se emplean en salchichas y en "frankfurters", y

tambien en la simulacién de estos ﬁltimoazB.

PORMACION DE MASA

Una de las propiedades mds singulares y universalmente
explotadas de una proteina es su capacidad para formar masa.
La habilidad para formar una verdadera masa (una red de pro-
teina viscosa, eldstica y extensible) en presencia de una ade-
cuada centidad de agua estd confinada a las proteinas de cerea-
les, especialmente al gluten de trigo (cebada y centeno en me-
nor extensidn).

Amasando las protefnas del trigo con agua se causa la
hidratacién de polimeros , se permite su parcial desenrro-
llamiento y se facilita la asociacidén intra e intermolecular
de estos polipéptidos via uniones -S-S- ldbiles, uniones hi-
drégeno y asociaciones hidrofdébicas con la formacién de la
masa de gluten. La habilidad para formar masa ha sido atri-
buida a una combinacién en la proporcidén de gliadina y glu-
tenina, a la composicidn y secuencia de aminodcidos de las

protefnas del gluten, a la yuxtaposicién critica de los resi-
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duos de aminodcidos, al elevado nivel de glutamiha y al alto
grado de asociacidén hidrofédbica entre las protefinas de glu-
ten en estado hidratado.

Debido al uso potencial de panes fortificados con pro-
teinas se han realizado investigaciones sobre los efectos
de las proteinas agregadas en la formacién de masa y en la
calidad del pan. La harina de soja ha sido agregada a la ha-
rina de trigo como una fuente de lipoxigenasa, la cual ayu-
da al blanqueo del pan. El agregado de harina de soja también
aumenta el color de la corteza torndndola méds brillante, pre-
sumiblemente como resultado de reacciones entre proteinas de
s0ja e hidratos de carbono de la harina de trigo. En macarro-
nes la harina de soja disminuye la absorcién de agua durante
la coccidn y en bufiuelos previene la excesiva absorcidn de
grasa durante la :I.’ritura.24

Loa efectos de la adicidén de los productoa de 80 ja so-
bre la formacidn de masa fueron estudiados por Yasumatsu y
ool.a5 Los pardmetros observados en un farinograma fueron
clasificados en dos grupos; uno concerniente a la estabili-
dad de masa y otro a la absorcidén de agua. Estos autores
encontraron gque la adicidén de productos de soja a un nivel
de 5% en harinas de trigo incrementa en general, la estabi-
lidad de la masa y la absorcién de agua . La abaoroidn de
agua de la masa observd correlacidén positiva coniel conte-
nido en protefna y con la dispersibilidad de los productos
de soja agregados. La estabilidad de la masa fue correlativa
‘con la solubilidad de la proteina agregada; sin embargo, una
me jor absorcidn de agua se obtuvo con proteinas de soja par-
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cialmente desnaturalizada.

Otras protelnas vegetales tales como las correspondien-
tes a semilla de algodén, mani, girasol y sésamo agregadas
en proporcién del 17% condujeron a panes de miga més tosca.z6

Estos y otros experimentos evidencian el hecho que las
protefnas tradicionales poseen propiedades funcionales que
no son apreciadas hasta que se intenta reemplazarlas. Mien-
tras el gluten de trigo tiene una funcidn obvia estructural,
funciones en el control de humedad, textura de la miga y ca-
pacidad de unir "flavors", el hecho de reemplazarlo en for-
ma parcial o total, o suplementarlo con otras protefnas no
deberd ser solamente evaluado en base a los resultados ob-
tenidos sobre el vollimen de la hogaza del pan, sino también

en base a la aceptabilidad del consumidor.

FACTORES DEL PROCESADO Y PROPIEDADES FUNCION ALES

Numerosos factores incluyendo el genotipo (animal y

vegetal), las condiciones de produccidn, recoleccidn, ex-
traccidn, aislacidn, procesado y almacenaje pueden tener
influencia sobre el comportamiento funcional de las pro-

tefnas en los alimentos.
La magnitud de cada efecto sobre la funcionalidad es
variada y el significado depende de la protefna en cuestidn,

de sus propiedades y del criterio particular con que estd

siendo evaluada.
Las condiciones de produccidn pueden afectar la compo-

sicién y funcionalidad de las protefnas. As{ las proteinas
de leche varfen segin la estacidn del afio y tipos de dietas;

las del trigo con las condiciones de produccidn.
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El estado fisioldgico también puede influir sobre el
contenido, composicidén y caracterfsticas fisicas, por ej :
durante la germinacién cambia el cardcter de las proteinas.
El tratamiento particular de la fuente antes o durante la
recoleccién puede indirectamente afectar a las preoteinas,
por ej. : en pescado, la activacidén de lipasas por tejidos
dafiados o el almacenaje a temperaturas de congelacién pue-
de conducir a la desnaturalizacién con pérdida en la capa-
cidad de ligar agua y a cambios indeseables en la textura.
Otro ejemplo es el ejercicio intensivo de animales antes de
la matanza que puede resultar en una excesiva y rédpida caida
del pH del misculo "post-mortem"con la resultante pérdida de
funcionalidad de estas proteinas.

El estado fisico de la fuente (grado de molienda o
maceracién), el contenido en fibra y la presencia de lipidos,
as{ como la extensidén del tratamiento térmicoe, tienen influen-
cia sobre la extractabilidad de las proteinas.

El método de extraccidén afecta la naturaleza y canti-
dad de proteinas presentes en los extractos y tiene influen-
cia en el producto final. Los factores que afectan la solu-
bilidad (composicién de proteina, solvente utilizado, fuerza
iénica, pH, duracién de la extraccidn,etc.) gobiernan la com-
posicién y las caracteristicas fisicoquimicas de las protei-
nas extrafdas. Mientras la extraccidén alcalina a valores de
pH superiores a 9,5 generalmente resulta en una mayor pro-
duccién de material nitrogenado, causa cierto grado de des-
naturalizacién de las proteinas y pérdida del valor biold-

gico.
Los métodos utilizados en el aislamiento, concentracidn




25

y recuperacién de proteinas a partir de extractos, ejercen
un efecto significativo sobre sus propiedades. Ciertos pro-
cesos de recuperacién involucran desnaturalizacidén, por ej.:
la precipitacidn en caliente da como resultado una proteina
insoluble de aplicaciones limitadas. La precipitacidn de pro-
tefnas a valores de pH dcidos es prédctica muy utilizada para
recuperar protefnas con propiedades funcionales requeridas;
sin embargo, una prolongada exposicidén durante la precipita-
cién isoeléctrica resulta en una pérdida gradual de solubi-
lidadz" hES .

Los métodos modernos para la concentracién y aislacidn
de protefnas a partir del extracto por cromatografia en "se-
phadex" y ultracentrifugacién, se usan en la produccidn de
proteinas prdcticamente “ﬁo desnaturalizadas" con dptima
funcionalidad. Estos métodos son caros pero han sido adop-
tados comercialmente sobre una base limitada, en forma par-
ticular para la preparacién de las proteinas del auarozg,
las cuales, en virtud de sus propiedades funcionales tie-
nen un interés significativo.

Los procesos de secado ejercen un efecto obvio sobre
las protefinas, por ej.: el secado a rodillo resulta en una
pérdida de solubilidad; el secado por "spray" comunmente
usado para la preparacidén de varias proteinas es generalmen-
te compatible con la retencién de propiedades funcionales y
la liofilizacidn reduce a un minimo la desnaturalizacién y
provee una estructura suelta, floja fdcilmente dispersable
en solucién acuosa. |

Se ha informado que'el cosecado (por "spray") de hidro-

lizados de proteinas de pescado con carbohidratos resulta
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en una mejor capacidad de emulsidn3o; el secado por "sprayde

protefnas plasmdticas en presencia de lactosa mejora la re-
tencién de la solubilidadlo y el agregado de hidratos de car-
bono de bajo peso molecular (como glucosa, fructosa,sacarosa,
galactosa y jarabe de mafz) a leches de soja antes del se-
cado, mejora significativamente la redispersibilidad de los
productos secos resultanteSBI. Una explicacién posible del
efecto dispersante del ezdcar serfa la separacidn fisica de
las moléculas de proteina.

La exposicién a otros agentes tales como desodorizacidén
por calor himedo, remocidn de lfpidos por solventes, trata-
mientos de desolventizacidn, agitacién excesiva, congelacidn
y descongelacidn son factores que deben considerarse cuando
se evaldan propiedades funcionales y se proyectan formula-
ciones de productos alimenticios.

La retencidn o estabilidad de funcionalidad durante el
almacenaje es8 un criterio importante que requiere estudio y
evaluacién bajo condiciones prédcticas. Varias reacciones
quimicas pueden ocurrir : hidrélisis, desaminacidén, polime-
rizacién, agregacidn e interacciones con otros componentes
tales como lfpidos e hidratos de carbone. Estas reacciones
son gobernadas por la luz , fempe;gt§§a34p§; a ¥ por la acti-
vidad inherente a los componentes™ '~ '~ '°7,

Varios investigadores estudiaron los cambios de funcio-
nalidad de proteinas durante el almacenaje. Nash y col.27
reportaron que la extractabilidad y solubilidad de las frac-
ciones 7s y lls de las proteinas de soja disminuye con la

duracién del almacenaje. Smith y 01r01328 establecieron que

la solubilidad de 1a protefina de soja disminuye aproxi-
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madamente en 1% mensual durante el estacionamiento. Betschart
y IinaollaBE estudiaron algunos cambios tales como solubi-
lidad, composicidén y digestibilidad que ocurren en concentra-
dos proteicos de hojas de soja durante el almacenaje. Estos
autores observaron que el concentrado proteico de hojas ob-
tenido por precipitacidén isoeléctrica no resultd marcademen-
te afectado durante un almacenaje superior a seis meses.

Diversas interacciones fisicas y quimicas son responsa-
bles de cambios deteriorativos en las protefnas. Una de las
principales reacciones involucra la interaccién del £ - amino
grupo de la lisina con grupos carbonilo. Las reacciones de
“browning" no enzimdtico (Maillard) provocan oscurecimiento,
desarrollo de"off - flavors", endurecimiento de la textura
y pérdida del valor nutritivo. La extensidén y los efectos fi-
nales del pardeo dependen principalmente de las condiciones
de almacenaje, temperatura, contenido en agua, pH y composi-
cidn de los materiales protefnicos, por ej.: presencia de
azdcares reductores.

Los 1ipidos,componentes comunes de muchas preparaciones
de alimentos , afectan significativamente la estabilidad y
retencidn de la calidad y funcionalidad durante el almacenaje.

La oxidacidn de 1ipidos durante el almacenaje resulta

en la generacidn de "off - flavors", destruccién de aminodci-
dos (lisina, metionina, cistina y tirosina), oscurecimiento,
agregacién y polimerizacién de proteinas. La severidad de es-
tas reacciones varfa con la fuente de proteina, contenido en
1{pidos, duracidn del almacenaje, tensién de oxfgeno, acti-

vidad acuosa y temperatura.
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MODIFICACION DE PROTEINAS PARA MEJORAR LAS
PROPIEDADES FUNCIONALES
La modificacidén de protefnas se refiere a la alteracidn

intencional de la estructura y propiedades fisicas por agen-
tes quimicos, fisicos o enziméticos a fin de mejorar las pro-
piedades funcionales, tales como textura, solubilidad, esta-
bilidad térmica, formacién de espuma, etc. .

La modificacidn puede resultar directa o indirectamente
en el mejoramiento del "flavor", color, eliminacién de "off-
flavors®, destruccidén de enzimas indeseables, factores anti-
nutricionales, hemoaglutininas y alergénicos. Estas mejoras
pueden expandir significativamente el uso de las nuevas pro-
tefnas. Idealmente la modificacidén no debe causar deterioro
en la calidad nutricionel; sin embargo, en la mejora de pro-
piedades funcionales la pérdida de algunos aminodcidos esen-
ciales puede ser inevitable.

La modificacidn de las protefnas puede involucrar alte-
raciones en la estructura o conformacién a todos los niveles
de organizacidn : estructura primaria, secundaria y tercia-.
ria pudiendo incluir ruptura y reformacién de enlaces cova-
lentes y fuerzas secundarias.

Ejemplos comunes de modificacidn incluyen : texturiza-
cién, hidrélisis (4cida, alcalina y enzimdtica) y modifica-

ciones a través de formacidn de derivadosBS.

Texturizacidn
Las protefnas texturizadas se definen como productos

alimenticios elaborados a partir de fuentes comestibles y

ge caracterizan por tener integridad estructural y textura
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identificable, capaz de resistir la hidratacidn en la coccidn
y en otras pruparacionaaBg.

Las proteinas texturizadas son dtiles en la simulacidn
de alimentos tradicionales y en la ampliacidén de aplicaciones
potenciales de protefnas a nuevos productos, como es el caso
de la proteina de soja. En el presente se usan en carnes si-
muladas, alimentos enlatados, salchichas, salsas etc. y se
ha estimado un consumo anual de 2 billones de libras para
1985.

Las proteinas se texturizan convencionalmente por varios
procesos incluyendo : hilado en fibraa40 (*fiber spining"),
la técnica de extrusidn tarmopléatica41, la formacién de un
gel masticable, la formacién de cuajo y la formacién de "film"
(yuba)42-

En los dos primeros las condiciones de procesamiento,
tales como pH y temperatura se manipulan para mejorar las
propiedades fisicas y funcionales de los materiales crudos,
a fin de obtener propiedades variadas y deseadas en los pro-

ductos finales.

Hidrélisis

Los hidrolizados de proteina se preparan comunmente por
hidrélisis 4cida de proteinas de soja, gluten, casef{na, leva-
dura y sangre. Las protefnas normalmente se hidrolizan con
dcido clorhfdrico (10 - 20%) durante 12 horas a presidn atmos-
férica o 4-5 horas bajo presién. E1l hidrolizado se neutraliza
con hidrdxido de sodio a pH 6,0 y el material se filtra para

remover las huminas y luego se trata con carbdén para elimi-

nar color y sabores amargos y se envasa en forma lfquida, con-

centrado hasta consistencia de pasta o bien se seca por "spray"
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obteniéndose un polvo.

La hidrélisis dcida es rdpida y relativamente barata,
resultando desventajoso el alto contenido en sales que se
generan en el proceso y que pueden ser removidas por ultra-
centrifugacidn.

Hermansaon43 examiné un hidrolizado de proteina de nabo,
observando que la hidrdlisis dcida mejora seis veces la solu-
bilidad, dos veces la capacidad de espuma y ocho veces la ca=-
pacidad de emulsificacién. Estos datos indican que la hidrd-
lisis 4cida controlada puede usarse para preparar protefnas
funcionales a partir de proteinas insolubles.

Es poca la informacidn disponible acerca del valor nutri-
tivo de estos hidrolizados. Cierta isomerizacién de amino-
dcidos puede ocurrir, pero su alcance en un proceso comercial
es desconocido. La hidrdlisis dcida causa una destruccidn va-
riable de algunos aminoécidos como triptéfano, serina, treo-
nina y azufrados (especialmente cisteina).

El tratamiento alcalino B8e emplea para facilitar la

extraccién de varias proteinas tales como soja, nabo, hojas,
pescado, etc. y es usado comunmente en la industria para mejo-
rar la solubilidad de las proteinas, la capacidad de espuma

y de emulsificacién, para el hilado en fibras en los proce-
sos de texturizacién, para inactivar enzimas y en la destruc-
cién de toxinas y alergénicos.

El medio alcalino segin la concentracién, temperatura y
duracién puede causar un mero aflojamiento, desagregacidén y
despolimerizacidén ; puede producir una hidrélisis limitada con
formacién de polipéptidos y bajo condiciones intensas amino-

dcidos libres. Puesto que distintos productos se obtienen se-
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@in las condiciones de reaccién, las propiedades funcionales
de las proteinas que han sufrido un tratamiento alcalino pue-
den ser bastante variables.

Respecto al valor bioldgico,el tratamiento alcalino
causa formacién de dehidroalanina a partir de serina y cis-
tina, via reaccién de B-eliminacién. Este compuesto reacciona
con los £ - amino grupos de la lisina para formar lisinoala-
nina, con la cistina para formar lantionina y con la orni-
tina para dar ornitoalanina. Ademds se puede producir race-
mizacidén y “eross - linking" con pérdida del valor bioldgico.

Proteolisis
La proteolisis parcial se ha usado por parte de varios

investigadores para mejorar la solubilidad de las proteinas
de pescado, nabo, algodén y soja,entre otras. Las proteinas
de soja tratadas con pepsina son usadas como agentes de ba-
tido en reemplazo de la clara de huevo , en formulaciones
para postres y los hidrolizados enzimdticos de caseina en
la manufactura de dulces y bombones. La proteolisis de miscu-
lo bovino con papaina y bromelina aumenta la cantidad de pro-
tefnas solubles en medio salino y mejora la capacidad de e-
mulsificacidn.

Un problema significativo en la hidrdlisis enzimdtica
es la hidrdlisis excesiva, con acumulacidn de productos de
bajo peso molecular, generacidén de "flavors" amargos, ademds
del costo de las enzimas requeridas. La formacidn de produc-
tos de bajo peso molecular puede ser deseable para una be-
bida, pero para propiedades tales como ligazén y de superfi-

cie se requieren polipéptidos intactos. Se han realizado ee-

tudios para controlar la extensién de la hidrdlisis y la
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manipulacidn de pardmetros tales como seleccién de enzima,
concentracién de sustrato, pH, temperatura y tiempo.

Fujimaki y Arei?® han estudiado particularmente la
reaccién de plastefina que involucra la hidrdlisis enzimdti-
ca de protefnas en polipéptidos de bajo. peso molecular segui-
de por la resfntesis de polipéptidos de alto peso molecular
y de proteinas. Esta reaccidén facilita la remocidn de facto-
res antinutricionales, impurezas y componentes no péptidicos
y la intercombinacién de proteinas de varias fuentes para in-
corporar polipéptidos superiores desde el punto de vista nu-
tricional y funcional. |

Modificacién & través de Derivados

La formacidén de derivados para modificar las propieda-
des funcionales de protefnas para alimentos ha recibido aten-
cién limitada. Los derivados catidnicos de las proteinas son
rutinariamente usados , por ej. : "aislado" sddico de soja y
caseinato de sodio y calcio. Estos derivados poseen me jores
propiedades de humectabilidad, dispersibilidad y manipulacién
y la naturaleza del catidén, puede alterar el comportamiento

funcional.
La acilacién (y alquilacidn) de varios grupos quimicos

en las protefnas provee un método mediante el cual un amplio
espectro de compuestos funcionales pueden ser incorporados a
ellas. Aunque numerosos estudios bdsicos han sido conducidos
sobre la formacidén de derivados de "aislados"proteicos de ali-
mentos para elucidar algunas propiedades fiaicoquimicaa, sdlo
recientemente han sido estudiados en relacién a la mejora de
propiedades funcionales.Las propiedades funcionales de pro-
teinas succiniladas de pescado, gluten, levadura, soja y hojas
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en sistemas "modelo" han sido estudiadas por varios investi-

45'46. Generalmente las proteinas modificadas mejoran

gadores
la solubilidad, son relativamente estables al calor y demues-
tran buenas propiedades de emulsidén.

Recientemente, Franzen y Kinaella46 estudiaron las pro-
piedades funcionales de proteinas de soja acetilada y succi-
nilada. Observaron que la capacidad de emulsién aumenté tres
veces, la estabilidad de emulsién un 30%, la capacidad para
formar espuma un 20% y la estabilidad de espuma 50% en la
proteina succinilada; en cambio, la acetilacién causdé cambios
negligentes en la proteina de soja.

La reduccién en el valor nutritivo, como resultado de
la acilacidn puede retardar y desalentar el desarrollo y uso
de esta técnica. Los grupos acil nucleofflicos reaccionan
predominantemente con los € ~amino grupos de la lisina y la
naturaleza del grupo acilante afecta significativamente el
valor nutritivo. Valores de PER de 2,5 ; 1,6 y 0,3 se han
informado para ratas alimentadas con caseina, caseina aceti-
lada y caseina succinilada respectivamente.

La succinilacidn parcial de las protefnas si bien mejo-
ra sus propiedades funcionales, tiene un efecto menos dele-
téreo sobre su valor nutritivo. En esas condiciones, la pro-
tefna de misculo de pescado succinilada, en la cual el 30-
40% de los € - amino grupos fueron acilados observd un PER
de 2,86 comparado con 3,64 para la caseina44. De este modo
es posible modificar quimicamente las proteinas me jorando

su funcionalidad y reteniendo adecuados nivele: de lisina

disponible.



PARTE II

DISCUSION DE LA PARTE EXPERIMENTAL




35

COLOR DE AISLADOS PROTEICOS
- Obtencidn de "aislados" proteicos blancos - Agotamiento de

los "aislados por etanol 96%, previo al secado - Congela-
cién - Liofilizacidn.

- Ensayos de pardeamiento de un "aislado" proteico blanco de

semilla de lino

- Investigacidn de compuestos carbonf{licos en harine de se-

milla de lino - Agotamiento de harina de lino por mezcla

CH3053013CH:H20 - Obtencidn de 1ipidos asociados y su frac-

cionamiento por cromatograffa en placa delgada - Evidencia

de la presencia de lfipidos aldehidogénicos (plasmaldgenos)
y de azidcares en el extracto lipidico y de azidcares reduc-

tores y polisacdridos en la harina.

- Aislados proteicos de semilla de lino & partir de harinas

agotadas por hexano y por mezcla 013CH:CH3OH=322.

FUNCIONALIDAD DE AISLADOS PROTEICOS
VALORES DE INDICE DE SOLUBILIDAD DE NITROGENO (ISK)
- Experiencias sobre"aislados" purificados por etanol 96%,

secados a 45°- Influencia del pH y de concentracidn de

"ajslado".

- Experiencias sobre codgulos proteicos recientes, no some-

tidos a deshidratacidén - Preservacién de codgulos recien-

tes por congelacidén y por enfriamiento - Valores de lisi-
na disponible.

AISLADOS DE SEMILLA DE SOJA Y DE CARTAMO
- Obtencidn por dispersidn alcalina y floculacién a pH iso-

eléctrico - Caracter{sticas de ambos "aislados" agotados

por etanol y secados a 45°- Estudios de 1{pidos asocia-

dos y de aceites de extraccidn (soja).
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COLOR DE AISLADOS PROTEICOS - FACTORES DETERMIN ANTES

Dos grandes tipos de materias primas vegetales son los
qQue se emplean en la obtencidén de "aislados" proteicos.
Un gran grupo deberia conducir, a través del . sistema de ob-
tencidn tradicional (dispersidn en medio alcalino y flocula-
cidn de protefnas a pH isoeléctrico) a la obtencidn de "ais-
lados" blancos. A este grupo pertenecen los subproductos
de la mayorfa de las semillas oleaginosas (tortas, "expellers",
harinas ) , exceptuando aquellos que naturalmente contienen
polifenoles como el 4cido clorogénico presente en la semilla
de girasol u ortofenoles varios en hojas de plantas. En es-
tos Ultimos casos la aplicacién del método tradicional ya men-
cionado produce la oxidacidn a quinonas de los polifenoles
(compuestos coloreados, generalmente verdes ) a valores de
pH superiores & 7,5. Las quinonas también pueden tener ori-
gen por oxidacidén catalizada por enzimas (polifenolasas) ,
en el caso de hojas . Cualquiera sea el sistema de oxidacidn
operado las quinonas se unen en forma irreversible a las pro-
tefnas , que resultan afectadas en color y en su valor biold-
glco.

En idioma inglés el término "discoloration" no tiene
equivalente en castellano pues significa un cambio de tona-
lidad. En el caso de partir de materias primas carentes de
polifenoles la obtencidn de protefnas de color amarillo &

pardo oscuro & través del método tradicional responde a un

proceso de"discoloration®. En cambio partiendo de harina de

girasol y en la obtencidn de protefnas de hojas de plantas,
podréd evitar la obtencién de

el método tradicional no
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“aislados" proteicos de tonalidades verdosas, pudiendo en
cambio sumarse a esa tonalidad la dependiente de un verdade-
Y0 proceso de "discoloration" originado en otros causales
que dan en llamarse "pardeamiento".

la) - Obtencidn de "aislados" blancos

En la Argentina los primeros trabajos a escala de la-
boratorio para el aislamiento de protefnas de subproductos
de la industria aceitera, ocurrieron en los laboratorios del
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial, en los que se
operd (Centro de Investigacién de Grasas y Aceites, CIGA),
sobre un "expeller" industrial de semilla de 11no47. En tal
oportunidad, segin el método tradicional (dispersién del
“expeller" en agua a pH 9,5 seguido de separacién de la fa-
se liquida por centrifugacién y precipitacién de las pro-
teinas a pH 4,0), se obtuvieron por secado proteinas de co-
lor pardo oscuro, operando en vacfo y a temperatura de 40 -
50°, E1 producto era de granulometria despareja y duro, sien-
do muy diffcil reducirlo a polvo por molieﬁga4;n mortero.

Con posterioridad Bertoni y Cattaneo ’ '~ retomaron
el tema operando sobre harina de semilla integral de lino
oleaginoso, obtenida en el laboratorio por agotamiento con

hexano técnico. Confirmaron los resultados logrados en

c.I.G.A. y finalmente pudieron obtener proteinas bajo for-
] ins{pido e inodoro y de color
45°) del codgulo obtenido & pH

e liberado de material 1li-

96%.

ma de polvo fino liviano,
blanco, por secado (vacio,

jsoeléctrico (pH 4,0), previament

pidico por agotamiento con etanol
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Este tratamiento se aplicéd en base a la informacidn
de Smith y col?o quienes trabajando en la obtencién de pro-
teinas de lino sefialaron la presencia de azidcares y compues-
tos nitrogenados solubles en el sobrenadante de la precipi-
tacién de protefinas. As{ mismo los de Wolf y col.51 y Nash
y c01.52 que informaron la caracterizacién de diversos com-
ponentes asociados a proteinas de soja (azdcares, lipidos
y compuestos nitrogenados y fosforados) extraibles por eta-
nol (3 lavados con etanol 83-86%, con relaciones no .menores
de 20:1 como ml etanol/gramos de proteina). En las experien-
cias realizadas con proteinas de semilla de lino por Bertoni
y Cattaneo48 se utilizd etanol de 96% en la relacidn 20:1
(ml etanol/g proteina seca). Previamente el coédgulo habia
sido lavado con agua a pH isoeléctrico. En los lfquidos acuo-
sos de estos Ultimos, previa concentracidn en vecfo parcial
a no més de 45°, se registrd reaccidn de Molish positiva pa-
ra glicidos en general y reductores (azul de metileno). De
los liquidos aleohdlicos reunidos por concentracidén a no més
de 50°, se aisld un material viscoso de color pardo oscuro
soluble en éter etflico, que fue estudiado analfticamente
comprobando un elevado valor de nimero de acidez (55,5 mg
KOH / g), valores de 198,4 ; 106,4 ; 7,61% ; 80,8% y 0,30~
0,34 como P%, para fndice de saponificacidén, Indice de yodo,
insaponificable, 4cidos totales por saponificacién y fésfo-
ro lipfdico. Adem4s se estudid por CGL de los ésteres meti-
licos de los 4cidos totales, la composicidn acfdica de estos
l{pidos. Estas experiencias fueron las primeras registradas
en literatura acerca de la naturaleza y composicién de la

fraccidn lipfdica extrafble por etanol de proteinas vegeta-
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les recientemente floculadas a su valor de pH isoeléctrico.
Los mismos autores49 al justificar el valor relativamente
bajo de contenido en N% de las protefnas as{ obtenidas (se-
cadas en vac{o & 45°), como consecuencia de la presencia de
alrededor de 20% de un polisacdrido constitufdo por galac-~
tosa, ramnosa, arabinosa, xilosa y glucosa fuertemente li=-
gado a la fraccidn proteica, comprobaron que estas protei-
nas no estaban libres de lipidos desde que por aplicacidén de
un drédstico proceso de saponificacién (potasa alcohdlica al
6%) y segin una adaptacidn de la técnica de Szutowic353, se
verificé un contenido en 1lipidos residuales de 0,35% re-
ferido a proteinas secas a 45°, constitufdo por material
insaponificable y 4cidos grasos, cuya composicidén acidica
fue establecida por CGL de los ésteres metf{licos de estos
dltimos. También parece haber sido la primera mencidn sobre
la presencia de esta fraccidn lipfdica en proteinas vegetales
aisladas en la forma sefialada.

En general los trabajos sobre "aislados" proteicos ve-
getales registrados en literatura no hacen mencién a las ca-
racteristicas de color de los productos finales. Las técni-~
cas més frecuentemente mencionadas para el secado final en
eacala de laboratorio o piloto son la de “"spray" sobre coéd-
gulo disperso en agua a pH isoeléctrico o sobre codgulo so-
lubilizado a pH 7,0 (NaOH), obteniéndose en este dltimo ca-
80 los llamados “proteinatos". La industria usa también casi
exclusivamente el proceso "“spray" el que, en funcidén de la
rapidez del proceso de secado (debido & los valores de tem-
peratura y grado de divisién del material) provee protei-
nas finales secas, blancas o ligeramente amarillentas. Tan-
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to por aplicacién del proceso "spray" como por liofiliza-
cién, se obtienen productos de estas caracteristicas de co-
lor sobre codgulos conteniendo la totalidad de sus lipidos.

Indefectiblemente todo proceso de secado sobre codgu-
los no tratados por etanol, conduce a productos finales de
color pardo, en tonos de intensidad variable, ain operando
en condiciones que no pueden considerarse drédsticas, tales
como en vacfo y & no més de 45°, Ello llevd a considerar
que la presencia de lipidos (extraibles por etanol) seria
un factor preponderante en el pardeamiento durante el seca~
do final sin excluir otros de incidencia menor, entre ellos
la concentracidén de agua del precipitado, eliminable en los
primeros tratamientos alcohdlicos.

De esto dltimo surge que en ausencia de compuestos
polifendlicos el oscurecimiento de un "aislado" proteico
recientemente floculado a pH isoeléctrico se vincula, entre
otrus factores, a su contenido acuoso, & la velocidad de des-
hidratacién y a la temperatura operada en este proceso.

El proceso "“spray" aparece como el mds indicado en razdén de
la alta velocidad de deshidratacién, a su vez dependiente
de la temperatura, de la velocidad del aire y del grado de
subdivisién del material. La deshidratacidén térmica por
otros procesos (ejemplo: vacio, temperatura no mayor de 500)
importa un proceso prolongado que demanda muchas horas y que
es dependiente del espesor del material, de la temperatura
y del grado de evacuacién. Es razonable pensar que ese lap-
so es8 lo suficientemente prolongado como para exponer el
producto, en un rango de contenido acuoso critico y propi
cio para el desarrollo de pardeo no enzimdtico, en base
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principal a restos lisina y compuestos carbonilicos exis-
tentes en el codgulo integral ( restos de azidcares reduc-
tores, lipidos aldehidogénicoa, compuestos carbonflicos pro-
cedentes de autoxidacidén de lipidos, etc.).

La eliminacién rdpida de la casi totalidad del conte-
nido acuoso de un codgulo reciente (lograble por "spray") pue-
de alcanzarse también por otros procesos rdpidos o por inmo-

vilizacién del agua disponible.

Agotamiento por etanol

Un codgulo. recién obtenido por centrifugacidén se sus-
pende en suficiente volumen de etanol 96% (generalmente re-
lacién 1:20), desintegra a fondo y centrifuga decantando la

fase liquida (generalmente de color amarillo pardo). Este
proceso se repite dos veces més o hasta obtencidén de 1liqui-
dos incoloros. El primer tratamiento fundamentalmente des-
hidrata, mientras que los posteriores completan ese proceso
y extreen la mayor parte de los lfpidos englobados en el
codgulo (principalmente fosfolipidos, insaponificables, gli-
céridos , dcidos grasos libres, etc.). Estos lipidos por su
composicién acidica son en mayor o menor medida autoxidables,
lo que implica generacién de compuestos carbonflicos que co-
mo es sabido, intervienen indefectiblemente en procesos de
pardeo no enzimédtico.

Un codgulo agotado por etanol 96% en la forma seiiala-
da no estd libre de componentes lipidicos. En efecto, si se
somete a un proceso de saponificacidén dréstica (potasa al-
cohbdlica al 6%) es posible aislar una peguefia fraccidn li-
pfdica compuesta por dcidos grasos e insaponificable. Un

comportemiento similar se observa en codgulos agotados por
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una mezcla de 013CH=CHBOH=H2
no elimina totalmente los 1lfpidos retenidos. Un coédgulo asi
agotado (por etanol o por mezcla ternaria) secado en vacio
a no méds de 45° conduce a un polvo blanco liviano, inodoro

e insfpido. Sin embargo si este producto final se atiade de

0 que, a pesar de su polaridad,

agua y elimina a ésta en vacf{o a temperatura de 55° se ob-
tendrd un producto seco de otra textura (escamosa) y de co-
lor amarillo parduzco. De ah{ que la velocidad de elimina-
cién del agua tenga tanta incidencia en los fendmenos de
pardeo.

Tanto los lfpidos extraibles por etanol como los 1i-
pidos residuales (extrafdos luego del proceso drdstico de
aaponificacidn), no preexisten como tales ni en la harina
(en el primer caso), ni en el codgulo agotado por etanol
(en el segundo). En efecto, durante la dispersién alcalina
de las protefnas de una harina (pH 9-10,5) debe ocurrir sa-
ponificacién, en razén del tiempo de contacto a esos valo-
res de pH (dos perfodos de una hora cada uno). Los jabones
formados liberan los dcidos grasos al pH isoeléctrico y
éstos coprecipitan con las proteinas. Ello surge claramente
de los elevados valores de nimero de acidez libre de los
1ipidos aislados de los extractos etanélicos de numerosas
fuentes de protefnas (50 - 150 mg KOH/g), como se observa
en la Tabla 1. Estos lfpidos en su forma preexistente deben
contener principalmente lfpidos polares, no extraidos por
hexano técnico y contienen fésforo lipfdico (0,20 - 1,74%
como P; Tabla 1). Un exdmen de la composicidn acfdica de
estos 1ipidos muestran valores que difieren sensiblemente

de los correspondientes a los dcidos totales de los aceites
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seminales respectivos. Como consecuencia se registran en la
mayor{a de los casos valores sensiblemente menores para los
indices de yodo dé los &cidos totales de los 1{pidos etand-
licos. Los contenidos en lipidos extraibles por etanol son
funcién de la materia prima (harina de partida) y oscilan
entre 1 y 2% en la mayorfa de los casos, si bien se observa-
ron valores elevados para girasol (2 - 3,6% sobre proteina
seca), en sésamo (4,4% sobre proteina seca) y en citricos
(5,2% sobre proteina seca), ver Tabla 1. Otra caracteris-
tica de estos 1lipidos es su riqueza en materiales insapo-
nificables (4 - 38% sobre lipidos) y consecuentemente va-
lores bajos de sus contenidos en dcidos totales por saponi-
ficacidén (29 - 86%).

Por su parte los llamados 1lipidos residuales (aisla-
dos luego de saponificacidén drédstica de la proteina seca
agotada por etanol) estédn constitufdos (dada la técnica de
obtencidén) por una fraccidn insaponificable y otra de dci-
dos grasos. Las composiciones acfdicas de estos dltimos
difieren de las de los lipidos extrafdos por etanol y en
general son de mayores valores de Indice de yodo que los
dcidos totales de la fraccidn etandlica. Los valores de ren-
dimiento % de proteina seca y de indice de yodo de los 4ci-
dos totales (calculados) de estos lipidos residuales corres-
pondientes a diversos "aislados" fueron :
ci{tricos (0,98% y 86,2) , tomate (0,27% y 101,6) , girasol
(0,88% y 115,3) , girasol obtenido a partir de harina ago-
tada por hexano y metanol (0,10% y 63,7), cédrtamo (0,78% y
117,5) , soja extrafdo a pH 7,0 (0,86% y 106,6) y "aislado"
de soja extrafdo a pH 10,0 (0,94% y 114,4) respectivamente.
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Congelacidn
La congelacién del agua libre de un "aislado" recien-

temente obtenido por centrifugacidén anula o inhibe la ocurren-
cia de procesos de pardeamiento no enzimdtico ( por ausen-
cia del solvente de los reactantes iniciadores de este pro-
ceso). Cabe admitir que un proceso de congelacidn rdpida

debe ser més efectivo que uno lento en razdn de la veloci-
dad de congelacién y de la inhibicién de los procesos de
pardeo a muy bajas temperaturas. La inhibicién a bajas tem-
peraturas (8 -10°) permite evitar pardeo sin congelacidn

por lapsos de hasta dos semanas.

Liofilizacidn
Este proceso importa una deshidratacién que se inicia

con la inmovilizacién del contenido de agua libre (congela-
cién) y que prosigue con su eliminacién sin pasar por el es-
tado lfquido (sublimacidén). De este modo tampoco agui los
reactantes de un proceso de pardeo no enzimético podrfian

interacecionar.

Los procesos de pardeo de "aislados" proteicos durante
las etapas de secado a partir de codgulos recientes inte-
grales pueden evitarse o inhibirse empleando durante la dis-
persidn alcalina agentes reductores como el sulfito de so-
dio, el ditionato de sodio o el ditionato de cinc o emplean-
de anhidrido sulfuroso como agente precipitante para alcan-
zar el pH isoeléctrico. Es sabido,que los sulfitos son inhi-
bidores de los pfocesos de pardeo no enzimdtico.

Tratdndose de "aislados" a partir de harinas que con-

tienen 4cidos clorogénicos u otros polifenoles, los sulfitos
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proveen en el medio alcalino de dispersidén (pH 7,5) un me-

dio reductor que se opone a la produccién de compuestos co-
loreados (generalmente verdes) a partir de esas sustancias,
También es sabido que los sulfitos reaccionan con grupos
-S=-S— (cistina) segin:

R-S=S-R  + S0,° ——— RS~ 4 R-5-50,"
grupo S=-sulfo-
cisteina

Este proceso conduce a un aumento de solubilidad de
las proteinas (caso de puentes -S-S- intermoleculares) y a
una disminucidén del valor biolégico, desconociéndose si los

derivados con agrupacidn -S-SOBNa tienen o no efectos tdxi-

co8.
En el caso particular de las proteinas de hojas la

oxidacién de o-difenoles a o-quinonaa54 es catalizada por
polifenolasas., La accién de los polifenoles y quinonas sobre
los £- amino grupos de la lisina y la subsiguiente polimeri-
zacién de polifenoles en complejos de tipo tanino-protef-
na puede involucrar numerosos aminodcidos, incluso esenciales
que asi{ se vuelven inaprovechables a través de procesos de
digestién de animales monogéstricos.

La explicacién de los mecanismos de pardeamiento de
"aislados" proteicos a través de procesos de secado involu-
crando "browning" no enzimdtico, nunca ha sido objeto de
una prueba experimental concluyente. La existencia en las
harinas de partida de azdcares reductores, asi como la pre-
sencia de lfpidos autoxidables en los "aislados" incluyen-
do fosfolipidos o lipidos aldehidogénicos (plasmaldgenos)
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proveen los compuestos carbonilicos que junto a los E- amino
grupos de lisina y de etanolamina fosfolipidos pueden ini-
ciar procesos de pardeo no enzimdtico que se optimizan a
niveles de contenido acuoso apropiado durante el secado.

En cambio estos procesos de pardeamiento no enziméti-
co han sido recientemente correlacionados con la disponibi-
lidad de lisina en sistemas modelo constitufdos con distin-
tas proteinas (albimina de huevo, protefnas de suero de queso,
concentrado de protefna de pescado, gluten de trigo y pro-
tefnas texturizadas de soja) en iguales concentraciones en
megzclas con celulosa microcristalina como soporte, conte-
niendo glicerol, aceite de Apiezén B, sorbato de potasio, glu-
cosa y agua (valores de ay 0,63 - 0,78)55. Este estudio abar-
¢é la apreciacién del grado de pardeo no enzimético (por eva-
luacidén de color en extractivos) y de lisina disponible a
distintos perfodos de tiempo por estacionamiento a 30° du-
rante 60 dfas en envases herméticos. Se comprobd que ocu-
rian comportamientos diferentes segin la proteina presente
en el sistema, atribufbles a distintos grados de pardeo y
conjuntamente de lisina diapénibla. posiblemente debido a la
intervencidn de otros aminodcidos (arginina, glutamina, as-
paragina, histidina, tirosina), as{ como a la configuracidn
estructural de cada proteina, concluyendo que no existe una
relacidén fija entre el grado de pardeo y pérdida de lisina
disponible. A los fines de estas conclusiones se tuvieron
en cuenta los tiempos de induccidén (periodo previo a la apa-
ricidn o visualizacidn de pardeo, grado de pardeo durante el
perfodo de utilidad esperado para el modelo, producto o for-

mulacién y la proporcién de lisina disponible, medida en dfas
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para alcanzar mermas del 50%).
56

14

También recientemente” se informaron ensayos biold-

gicos con casefna marcada (U” ' C-L- lisina) de leche de ca-
bra sometida a pardeo enzimético (en presencia de glucosa

a 37° y con humedad relativa de 70%), confirmando que la
causa principal de la reduccién del valor bioldgico por par-
deo reside en el bloqueo de la lisina, la que a través de
procesos de digestidn permanece en el intestino delgado ba-

jo forma de un derivado de muy baja velocidad de absorcidn.

1b) - Ensayos previos de pardeamiento sobre urn "aislado"

blanco de semilla de kino

Disponiendo un "aislado" proteico blanco de semilla
integral de lino, en forma de polvo liviano incoloro e in-
sipido, obtenido segdn , 8e llevaron a cabo experienclaa
sencillas por agregado de materiales lipfdicos presentes
en el codgulo o de derivados de los mismos. Si a este "ais-
lado" se agregan ésteres metflicos de los dcidos grasos to-
tales de aceite de semilla de lino disueltos en etanol G6%
(un voldmen suficiente para obtener una suspensidén del "ais-
lado" en esa solucidn) y se mantiene por dos horas en rota-
vapor a 60-70° y luego se lleva a seco & esa temperatura y
en vacf{o, se obtiene un producto en forma de polvo fino de
color blanco. Pese a la presencia de 4cidos grasos alta-
mente autoxidables (18:2, 18:3) no se ha observado ningin
cambio. En otra experiencia similar se operd en presenéia
de agua y solucién alcohdlica de los ésteres metilicos em-
pleados en la experiencia anterior. El producto final lue-

go de secado en rota-vapor a 60- 70° y en vacfo parcial,
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consist{a de escamas amarillas adheridas al baldén. Se con-
cluye que la presencia de agua estd vinculada a la apari-
cién de color y al cambio de textura.

Podrfa suponerse que fueran los 1ipidos polares respon-
sables de fendmenos de pardeo y en base a este supuesto se
suspendid "aislado" blanco de semilla de lino en agua; man-
tuvo a 60-70° y agregé (disuelto en cloroformo) una fraccidén
de 1lipidos extrafdos por cloroformo a partir de una harina
agotada previamente por hexano. Se procedié al calentamien-
to a esa temperatura por una hora y llevé a seco en rota-
vapor. Se obtuvo un producto oscuro en forma de escamas
adheridas al balén. Resultd evidente que la presencia de
1ipidos polares y agua incrementaba por secado el color
respecto de la presencia de agua y ésteres metilicos.

Tanto los l{pidos inicialmente agregados como los re-
cuperados del producto final pardo por extraccién con clo-
roformo se analizaron por CGL (Figuras 1 y 2)con los resul-
tados siguientes (% de 4cidos totales) :

Lipidos polares (solubles en ClBCH. iniciales) : 14:0 (0,3),
16:0 (13,3) , 18:0 (3,4) , 18:1 (23,4) , 18:2 (21,0) , 18:3
(38,6) y rastros de 12:0 , 15:0 , 17:0 , 17:1 y 20:1.

Lipidos recuperados del producto pardo(extraccidén por ClSCH) :
12:0 (1,2) , ? (0,3) , r-14:0? (0,3) , 14:0 (1,9) , 14:1
(0,2) , r-15:0 (06,1) , 15:1 + r-16:0? (0,5) , 16:0 (18,2) ,
16:1 (4,6) , 17:0 (1,0) , 17:1 (0,5) , 18:0 (5,4) , 18:1 |

(24,2) , 18:2 (14,3) y 18:3 (26,9).
La comparacién de estas cifras revela sensible mer-

ma en las concentraciones de 18:2 y 18:3 en los lipidos re-

cuperados de los lfpidos que sufrieron pardeo (l4,3 ¥ 20,9%



49

respectivamente frente a 21,0 y 38,6% en los lipidos po-
lares inicialmente agregados en la experiencia). Ello po-
dria explicarse por la ocurrencia de un proceso de autoxi-
dacién, posiblemente vinculado a la produccidén de compues-
tos carbonilicos intervinientes en el fendmeno de pardeo.

Finalmente se realizé otra experiencia en base al
"aislado" blanco suspendido en agua, calentado a 50° por
una hora y finalmente llevado a seco en rota-vapor en vacio
parcial y a no méds de 50°; se obtuvieron escamas adheridas
al balén de color pardo claro.

En conclusién, la presencia de agua sola produce canm-
bios de textura y de color a pardo claro; la presencia de
agua y de ésteres met{licos de dcidos totales de aceite de
lino provee cambio de textura y color amarillo claro y la
presencia de agua y de lfpidos polares conduce a cambios de
textura y sensible intensificacidén del color. En cambio la
ausencia de agua, aun en presencia de 4cidos grasos autoxi-
dables no produce cambios de color ni de textura.

Se desconoce el mecanismo que provee color por la pre-
sencia de agua en procesos de calentamiento y secado final
no pudiéndose afirmar si ello estd vinculado a la presencia
en el "aislado" blanco de lfpidos residuales no extraibles
por etanol, que por autoxidacién proveerfan compuestos car-
bonflicos iniciadores de procesos de pardeo.

El “aislado" inicial contenfa 3,86 g lisina/16 g N.

En las experiencias descriptas que se acompafiaron al pardeo
(agregado de agua m&s lfpidos polares seguida de digestidn
a 50° y secado final a esa temperatura en vacio) se regis-

traron contenidos de lisina en los productos finales de
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3,71 y 3,59 g/16 g N, respectivamente. Estas cifras en am-
boe casos menores a los del contenido del producto origi-
nal indican una leve pérdida de lisina disponible. Debe te-
nerse presente que el grado de pardeo que pudiese ocurrir
por eliminacién lenta del contenido acuoso se veria dismi-
nufdo sensiblemente en las exsperiencias expuestas en razdén
de haberse reducido a un mifnimo la disponibilidad de com-
puestos carbonflicos, de modo que la relacidén agrupacidén
carbonflica/lisina era muy alejada de la que se considera

éptima (agrupacién carbonilica como glucosa / lisina = 3:1).

2) - Investigacidn sobre presencia de compuestos carbon{ -

licos en harinas de semilla de lino - Obtencidn de

harina de semilla de lino libre de lipidos extraibles

por hexano y por mezcla CH30H:CI,CH:H2g
>

2a) - Experiencias previas

Sobre una partida de lino oleaginoso, var. Tezanos
Pintos, se procedid & la molienda y agotamiento por hexa-
no en Soxhlet.

La harina liberada del solvente al aire y en estufa
de vacfo a 60° respondid a los siguientes valores anali-
ticos : agua : 12,57 ; cenizas : 6,15 ; fibra : 8,46 ;

N total : 5,34 ("protefna bruta" como N x ¢,25 s.s.8. 38,17%).
Esta harina contenfa 1{pidos principalmente polares que de-
terminados por extraccién con éter etflico (Soxhlet) repre-
sentaron 1,64% sobre harina agotada por hexano. Operando
sobre otra porcién de harina agotada por hexano y segin la

técnica de Lyons y Lippert57 se extrajeron los 1lfpidos re-
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siduales con la mezcla monofésica 013CH=CH30H:H20 (1,3:2,6:
1,0 v/v) (ver Parte Experimental), obteniéndo por centri-
fugacidn la fase liquida que, afiadida de agua, separd una
fase cloroférmica de 1la que por eliminacidn del solvente
(rota~-vapor) se aislaron lfpidos que representaron 1,58%
sobre harina original, Este valor fue muy similar al encon-
trado por extraccidn con éter etflico, asi como los calcu-
lados sobre sustancia seca 1,88 y 1,96% respectivamente.
Sin embargo ambos procedimientos conducen a harinas de con-
tenidos acuosos sensiblemente distintos : 12,93% para la
harina agotada por éter etilico y 19,36% para la obtenida
con la mezcla ClBCH:CH30H=H20 .

Los 1ipidos extrafdos por hexano sobre semilla mo-
lida (aceite) y los residuales extrafdos sobre la harina
por éter etilico y por mezcla CIBCH:CH3OH:H20 contenfan
fosfolipidos en concentraciones muy distintas. Para el a-
ceite (hexano) el contenido de fédsforo total58’59 fue 17,9
mg (como P)% g de aceite ; para los 1{pidos extrafdos por
éter etflico 163,9 mg (como P)% g de lipidos y para los
aislados segin Lyons y Lippert 1540,0 mg (como P)% g de 1i-
pidos. Estas cifras expresadas en fosfol{pidos (N x 25)60,
son : 0,45 ; 4,10 y 38,50 % respectivamente: . En consecuen-
cia la similitudvde valores de contenido en lipidos resi-
duales de la hariﬁa de origen (1,88 y 1,96 s.s.s8.) es una
mera coincidencia dado que la rigueza en fosfolipidos de
los 1lipidos extrafdos segin Lyons y Lippert fue nueve veces
mayor que la de los lfpidos aislados con éter etflico.

Como complemento de los valores analfticos anteriores

se procedid a la determinacidén de los contenidos en insapo-
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nificable y en dcidos totales as{ como de los valores de
fndice de yodo de los insaponificables y composiciones aci-
dicas (CGL) de los 4cidos totales de los lipidos aislados
por éter etflico, por la mezcla CH3OH:013CH:H20 y del acei-
te extrafdo por hexano.

El Cuadro 2 resume los valores de composiciones aci-
dicas pudiéndose deducir que las menores concentraciones
en dcidos saturados se verificaron en el aceite de semilla
y las mayores en los lipidos residuales extraidos por éter
et{lico, las mayores concentraciones en 18:3 (linolénico)
se observaron en el aceite (57,5%) y las menores en los 1i-
pidos de $ter etflico (32,0%) . En base a las composiciones
CGL se calcularon los fndices de yodo de los 4cidos totales con
los valores sigﬁientea': aceite : 197,9 ; lipidos residuales
de éter etflico : 152,9 y lipidos residuales.segun Lyons y

Lippert :181,8. _ :
La Tabla 3 resume algunas caracteristicas analiticas

de las fracciones de li{pidos residuales en la harina desta-
cando, ademés de las diferencias en el contenido de fésforo
lipfdico y de Iindice de yodo de los é4cidos totales ya mencio-
nadas , que los de éter etflico son de mayores contenidos en
insaponificable (pero de menores valores de Indice de yodo

de estos dltimos) y mayores contenidos en &cidos totales,

2b) - Obtencidn de harina de semilla de lino agotada por
hekano;y por C1,CH:CH,OH:H,0 en frfo y en presencia
i B )
de antioxidante - Estudio de fracciones lipidicas

Las experiencias previas (2a) sefialaron la existen-

cia de lipidos polares (fﬁndamentalmenté-qufolipidos) en
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una harina de semilla de lino agotada por hexano. Los valo-
res de composicién acfdica de esta fraccidn lipfdica indica-
ron una elevada concentracidn de dcido linolénico (altamente
autoxidable).

La literatura menciona trabajos que atribuyen la ten-
dencia a autoxidacidn de fosfolfpidos en emulsiones acuosas®t
a dos factores principales : la composicidn acf{dica (en es-
pecial su concentracién en dcidos polietilénicos) y el tipo
de base nitrogenada presente en el fosfolfpido (mayor autoxi-
dabilidad en etanolaminafosfolfpidos que en colinafosfolipi-
dos). Consecuentemente se decidié, sobre una nueva partida
de semilla de lino, obtener harina 115re de 1lipidos agotada
en primer lugar por hexano (fundamentalmente aceite) y lue-
g0 segin Lyons y Lippert, operando en ambos casos en frio
(20°) y en presencia de BHT (diterbutilhidroxitolueno) en
concentracidn de 0,004 g % ml para el hexano y de 0,002 g
% ml para la mezcla CH3OHzcl3GH:H20 (20 : 10 : 7,6 v/v).

Se operd sobre 200g de semilla molida efectuando siete ex-
tracciones sucesivas con 500 ml de hexano por vez (los dl-
timos extractos separados por centrifugacidén eran incolo-
ros). Como resultado se obtuvo aproximadamente 100 g de ha-
rina libre de aceite conteniendo hexano que se suspendid

en 915 ml de la mezcla CHBOH:013CH:H20 mencionada , agi-
tando periddicamente durante 24 horas y centrifugando. El
insoluble (harina) se tratd de igual modo por tres veces
méds, reuniendo los 1lfquidos que s. adicionaron de aproxi-
madamente un 1 1t. de agua. Ello provoed la separacidén de
una fase clorofdrmica conteniendo los lipidos que fue decan-

tada netamente de la fraccidn hidroalcohdlica por centri-
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fugacidn. La fase cloroférmica fue concentrada en rota-
vapor aislando un residuo lipfdico oscuro y viscoso. Los
lfquidos hidroalcohdlicos eran de color amarillo pardo y se
concentraron en rota-vapor en vacf{o parcial a no méds de 70°
obteniendo un residuo pardo aparentemente amorfo, que se di-
solvié en la mezcla CH30H:320 (144:50 v/v) llevando a vo-
ldmen en matraz aforado para su ulterior anélisis.

La Tabla 4 se refiere a valores de rendimiento y de
diversas caracter{sticas fisicoquimicas de las tres fraccio-
nes de 1fpidos separadas de la segunda partida de semilla
de lino, destacando el incremento notable en materiales in-
. saponificables en el orden aceite £ lfpidos Lyons-Lippert

& 11pidos residuales que observaron el nayor valor de in-
dice de yodo en el correspondiente a los lfpidos residuales
(134,0) y el menor en los lipidos extrafidos por 013CH:CH3OH:
Hzo (86,4). Los contenidos en dcidos totales por saponifi-
cacidn de estos dltimos li{pidos y de los residuales fueron
muy similares (59,5 y 58,1 % respectivamente) y desde ya
muy inferiores a los del aceite (95%). El1 valor de fésforo
lipfdico determinado en los lipidos Lyons-~Lippert (1200 mg
P / 100 g) fue algo inferior pero del mismo orden observado
para esos mismos lfpidos en la harina de la primera partida
de semilla de lino (1540,0 mg / 100 g).

Los dcidos totales del aceite y de las dos fraccio-
nes lipfdicas se examinaron en sus composiciones acfdicas
por CGL de sus ésteres met{licos, observando los valores
(% de dcidos totales que figuran en la Tabla 5 (Figuras

3,15 4.
De su observacidn surgen variaciones en los mismos
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sentidos que los observados para el aceite y los lipidos
segin Lyons y Lippert de la primera partida (ver Tabla 2).
La comprobacidn méds notable se refiere a la existencia de
1li{pidos residuales en la harina luego de los agotamientos
por hexano y por mezcla 0330H:013CH:H20, comportamiento

que no ha sido registrado. Estos lipidos residuales mostra-
ron tener Acidos de cadena corta (8:0 y 10:0) en concentra-
ciones significativus (8,3 y 9,3%, repectivamente). E1 in-
dice de yodo de los dcidos totales de esta fraccidén lipi-
dica residual fue significativamente menor a los del acei-
te y de los 1fpido Lyona- Lippert (127,4 frente a 194,1 y

164,6 respectivamente).

2¢c) - Fraccionamiento de lfpidos extrafdos por mezcla

CH,OH:C1.CH:H,0 - Composiciones acidicas
J 4

Se llevd a cabo operando sobre esos lipidos, con los

detalles que se exponen en la Parte Experimental, en placa
delgada de sflica gel G en escalas analfticas y preparati-
va. La disponibilidad de algunos patrones y el uso de reac-
tivos de revelacién permitid separar lfpidos neutros (LN),
etanolaminafosfolf{pidos (EFL), un fosfolfpido Dragendorff
positivo con un corrimiento anédlogo a un patrén de esfingo-
mielina, colinafosfolipidos (CFL), lisocolinafosfolipidos
(LCFL) y dos probables glicolipidos (GL).

De las placas en escala preparativa y por elucidn de
los raspados respectivos con éter etflico - cloroformo se
aislaron fracciones de LN , EFL , CFL , LCFL y presuntos

GL.
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Desde que en cada una de estas fracciones pueden

ocurrir la presencia de lipidos aldehidogénicos (fosfora-
dos o no), los elufidos de LN , EFL y CPL se saponificaron
extrayendo con éter de petrdleo presuntos insaponificables
y recuperando en cada caso los 4cidos totales libres de in-
saponificable. Los insaponificables deben contener los al-
coholes vinflicos unidos como eterdxidos a la glicerina li-
berada en los procesos de saponificacidén, que son estables
en medio alcalino. Los dcidos totales libres de insaponifi-
cable de cada fraccidn se transformaron en ésteres met{li-
cos y examinaron por CGL. Los insaponificables se hirvieron
a reflujo con metanol anhidro conteniendo 4cido sulfdrico
como catalizador, procesos que llevan a la obtencidén de
dimetilacetales procedentes de aldehidos generados en base
a los alcoholes vinflicos eterificados egzlgs lipidos al-
263

dehidogénicos presuntivamente existentes . Esos dime-

tilacetales también se examinaron por CGL

La Tabla 6 resume los valores de composicidn acidi-
ca de las fracciones de LN, CFL, EFL (operando sobre é&ste-
res libres de dimetilacetales) , de presuntos GL y de la
fraccidn de LCFL incluyendo probables dimetilacetales (Figu-
ras 5,6 ,7,8, 9 ,10) . En todas las fracciones fue-
ron componentes"mayores® el dcido palmftico (9,1 - 30,1%)
y el dcido oleico (16,6 - 38,2%). E1 dcido linoleico fue
componente “mayor" para LN y GL? observédndose mayor concen-
tracién en estos udltimos (27,4 y 31,4%). E1 4cido linolé-
nico fue también compenente"mayor" para LN y GL?, observan-

do la mayor concentracién (48,1%) para LN y concentraciones
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sumamente bajas (0,3 - 1,8%) para LCFL , CFL y EFL. La com-
plejidad de estas composiciones acfdicas fue en todos los
casos significativa por la presencia en bajas concentracio-
nes de dcidos normales, ramificados e insaturados (monoeti-
lénicos) entre 010 y 018 comprendiendo en algunos casos
dcidos de mimero impar de 4tomos de carbono.

2d) - Presencia de Lipidos aldehidogénicos

Segdn se ha expuesto y a partir de las fracciones
insaponificables aisladas por saponificacidn de los IN ,
EPL y CFL se prepararon los dimetilacetales correspondientes
(ver Parte Experimental), que se examinaron por CGL. En to-
dos los casos se obtuvieron cromatogramas de gran compleji-
dad observando alrededor de treinta picos, la mayorfa de los
cuales estuvieron presentes en los dimetilacetales de todas
las fraccionee citadas, as{ como en los dimetilacetales de to-
das las fracciones reunidas e hidrogenadas (Pd 10% / C,
ciclohexano) a presidén y temperatura normal. Se verifica-
ron componentes con los siguientes tiempos de retencidn
(medidos en cm & partir de la elucidn del pico solvente) :
0,31 - 0,32 ; 0,50 ; 0,63 - 0,65 ; 0,82 - 0,87 ; 1,03 -
1,07 ; 1,15 - 1,18 ; 1,50 ; 1,62 - 1,65 ; 1,90 - 1,92
2,11 - 2,13 ; 2,30 ; 2,48 - 2,49 ; 2,82 ; 3,30 ; 3,40
3,97 - 4,08 ; 4,50 - 4,58 ; 4,75 -4,78 ; 5,51 - 5,54 ;
6,00 ; 6,50 ; 7,70 - 7,74 ; 8,45 - 8,65 ; 9,98 - 10,10 ;
11,10 - 11,20 ; 12,20 - 12,25 ; 13,30 ; y 14,25. Luego de
hidrogenacidn se observaron también'picos con valores de
T : 1,28 ; 3,50 ; 5,10 ; 7,35 ; 14,40 y 15,40. (Figures
g 12y 13 3 16)

[
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Teniendo en cuenta estos valores de T, y segin Farquhar62

(quien establecid que a igual ndmero de dtomos de carbono
los valores de Ty de dimetilacetales y de ésteres metilicos
de dcidos ramificados saturados, son inferiores a los de los
ésteres met{licos saturados normales) se ha evidenciado gque
en los LN , EFL y CFL los dimetilacetales corresponden a
aldehfdos de 8 - 10 a 20 4tomos de carbono figurando algunos
insaturados y casi seguramente otros ramificados.

Los fosfolf{pidos,como es sabido, son sustancias que
estdn distribufdas en tejidos de seres de pricticamente to-
das las formas vivientes, incluyendo tejidos vegetales.
Consecuentemente lo mismo puede decirse de los lfpidos alde-
hidogénicos cuyos representantes méds conocidos son fosfolf-
pidos aldehidogénicos que se designan como "plasmalégenos"
Yy que también se encuentran en tejidos de seres vivientes

animales y vegetales64’b5.

La base de procedimientos colorimétricos para la de-
teccidn y valoracidn de “plasmalégenos" reside en la reac-
cidn coloreada (rojo violdceo) que se produce con el reacti-
vo fucshina - S0, y los aldehf{dos que en medio acuoso se li-
beran a partir de los"plasmaldgenos"64. Normalmente la aci-
dez del 4cido sulfuroso en el reactivo es suficiente para
liberar los aldehfdos pero ello ocurre muy lentamente. Los
compuestos finales coloreados entre el reactivo y los alde-
hfdos son solubles en agua y también en ligquidos inmiscibles
con el agua tales como alcohol amflico y otros de mayor PM.
De este modo es posgible a los fines cuantitativos, extraer
con alcohol amflico, caprilico etc. los complejos colorea-

dos y apreciar la intensidad de color por via fotométrica.
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En el estudio de esta reaccién aplicada a mezclas que com-
prenden fosfolipidos se demostrd que bajo ciertas condicio-
nes los 1lfpidos o sustancias sintéticas con actividad de super-
fie inhibfan el desarrollo de color con aldehfdos grasos su-
periores y ello determind largas discusiones acerca de la adop-
cidn de técnicas para fines principalmente cuantitativos,
hasta que Feulgen y col.66 precisaron cuidadosamente los de-
talles sobre reactivos, preparacién y purificacidn as{ como
la técnica a emplear en evaluaciones cuantitativaa64.

Con caricter previo a los ensayos sobre las fracciones
de supuestos dimetilacetales de LN , EFL y CFL separados por
fraccionamiento preparativo en placa de sflica gel G se rea-
lizaron ensayos (ver detalles en la Parte Experimental) so-
bre hexanal, decanal y sobre los respectivos dimetilacetales
previamente preparados. Se pudo confirmar que la acidez de
dcido sulfuroso propia del reactivo liberaba lentamente a los
aldehfdos de los dimetilacetales, ocurriendo percepcidén cla-
ramente positiva en lapsos de hasta 20 minutos. El agrega-
do de d4cido clorhfdrico 2N, tal como prescribe la reaccidn,
seguido de calentamiento por 10 minutos a 55° conduce a reac-
ciones positivas inmediatas.

En primer lugar se operd sobre el extracto bruto en la
mezcla ternaria 013CH:CH30H:H20 , Suponiendo que en la misma
la concentracidn en "plasmaldgenos" serfa muy baja. Obrando
sobre 0,5 mg de esos lipidos y aun liberando aldehfdos por
agregado de 4cido clorhfdrico 2N segin se ha dicho, se obtu-
vo una reaccidén aparentemente negativa. Sin embargo por extrac-
cién de los productos de reaccidn con n-hexanocl ( de reaccidn

negativa en un ensayo en blanco) seguida de separacidn de la
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capa alcohdlica ésta era de color rosado, indicando resul
tado positivo.

Remanentes de los elufdos de los raspados de frac-
cionamientos preparativos en sflica gel G, formados por
CFL, EFL y LN reunidos, se disolvieron en 4cido acético
practicando reacciones sobre esta mezcla que contenia apro-
ximadamente 2 mg de lfpidos en 0,2 ml. Se obtuvo reaccidn
netamente positiva, al igual que sobre un remanente de e-
sos 1fpidos sometidos a hidrogenacidn catal{tieca y del que
se habfa obtenido un cromatograma por CGL. De este modo se
pudo probar que la fraccién de lipidos polares extrafda por
C1.,CH:CH

3 3
xano, contenfa li{pidos aldehf{dogénicos  , tal como habia

0H:H20 sobre harines agotada previamente por he-

aufgido de los exdmenes por cromatograffa gas -liduido .

2c) - Azdcares extrafdos por mezecla CE.OH:Cl CH:H 0
- - J L=

Los extractos en ClBCH:CHBOH:H2O (pdg 54) reunidos
separaron por adiciédn de agua una capa cloroférmica de la
que se aislaron los lfpidos cuyo estudio se ha descripto
y otra (sobrenadante) constituida por CHjOH:HEO que una
vez separada, se concentré en rota-vapor (vacio parcial,
temperatura mdxima 70°), obteniendo un residuo de color
amarillo pardo aparentemente amorfo que se disolvid en
mezcla CH30H:H20 (144:50 v/v) llevando a volimen en matraz
aforado. Sobre alicuotas se determinaron : el residuo por
evaporacién (5,36% sobre semille), el contenido en N (0,098%
sobre semilla ; 0,61 expresado en "proteina bruta" % de

semilla) e investigaron los azldcares presentes por proce-
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sos cromatogréficos (ver Parte Experimental), habiendo po-
dido reconocer unicamente la presencia de sacarosa (la de-
terminacidn de azicares reductores en esta fraccidn solu-

ble en CHBOH:H2

dos en glucosa y la de invertibles 2,05 % sobre semilla,

0 representd 0,15 % sobre semilla expresa-

como sacarosa).

2f) - Investigacién de azlcares y polisacéridos en harina

de lino - Presencia de azicares reductores

Las determinaciones se hicieron sobre harina obte-
nida a partir de la semilla de lino agotada por hexano en
Soxhlet (primera partida).

Se investigd la presencia de azudcares reductores
(0,21 % sobre harina,como glucosa), invertibles (3,52 %
sobre harina, como sacarosa) e hidratos de carbono saca-
rificables (20,72 % sobre harina, como almiddn).

En la identificacién de azlicares por cromatograffa
en placa delgada se encontrd glucosa, levulosa, maltosa
y sacarosa (poca) como azdcares reductores e invertibles;
glucosa y muy probablemente levulosa después de la inver-
sién y glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa como consti-
tuyentes de los hidratos de carbono sacarificables (des-
pues de un proceso de hidrédlisis con ClH densidad :1,125).

Como podré observarse se ha verificado en harina
de semilla de lino agotada por hexano la presencia de una
baja concentracién en azicares reductores (glucosa, levu-
losa y maltosa), ademds de sacarosa como azucar no reduc-

tor. Por el contrario y operando sobre la capa CH30H:H20
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de la separacidn de l{pidos extraidos por 0130H:CH30H:H20
de harina agotada por hexano , la estimacidn cuantitativa
reveld una pequefia concentracién de componentes reductores
no habiendo sido posible .evidenciar en esta fraccién los
azdcares reductores mencionados, pero s8i la presencia de
sacarosa (no reductor). Esta aparente contradiccidén po-
drfa explicarse en base a la ocurrencia de una reaccidn de
"browning no enzimdtico" a partir de los mencionados azu- 3
cares reductores (compuestos carbonflicos) con los EFL

( que poseen un grupo amino libre primario). Este crite-
rio ( que no ha sido demostrado) se ver{a reforzado por
haberse llevado a cabo la concentracidén en vacio parcial del
extracto en CH30H:H20, circunstancias que harian aumentar
la velocidad de reaccién en el proceso Maillard en funcidn
de la temperatura y por haberse logrado una concentracidn
acuosa critica en determinado momento de la evaporacién en
rota-vapor. Ademés resulta llamativo el hecho de que la

sacarosa(no reductor) haya sido reconocida en ambos extrac--

tos.

3) - Aislado proteico de semilla de lino agotada por

hexano y por mezcla C1.CH:CH. OH:H O
J 5 2=

La experiencia sobre 200 g de semilla de lino agota-
da por hexano y por mezcla 013CH:CH30H:H20 en frio y en
presencia de BHT condujo a la obtencién de fracciones li-
pfdicas y de una harina residual. Esta dltima, conteniendo

mezcla C1_CH:CH 0H:H20 se suspendid en CHBOH anhidro, cen-

3 3
trifugé y repitid este tratemiento por dos veces més.
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La harina residual se calentd a 50° en estufa de vacio
hasta consistencia pulverulenta, conteniendo en esta con-
dicién 28,80% de agua. Dado este elevado valor se pro-
siguid el calentamiento en las mismas condiciones hasta

un valor final de 10,37% de contenido acuoso. La harina as{
obtenida (S6g) fue analizada registrdndose 6,36% para ce-
nizas (500-550°) sobre el producto tal cual y 6,90% de N
sobre sustancia seca, equivalente a 43,13% de "proteina
cruda". Esta harina supuestamente libre de aceite y 1l{pi-
dos polares se empled para la obtencidén de un aislado pro-
teico operando en las mismas condiciones48 sefialadas por
Bertoni y Cattaneo (dispersidén acuosa en medio alcalino a
pH 9 -10) y precipitacién a pH isoeléctrico (pH 4,0 , ver
Parte Experimental).

Sorpresivamente se evidencié una disminucidén sig-
nificativa del rendimiento en "aislado" respecto del ob-
tenido a partir de harina agotada por hexano solamente.
Este hecho, como mds adelante se expone Se vincula muy
probablemente a desnaturalizacién durante la extraccidén
con la mezcla OH30H:013
consiguiente cambio en el valor de pH isoeléctrico. El
total del "aislado" floculado a pH 4,0 se fracciond en dos

CH:H,0 (sumamente polar) y a un

partes aproximadamente iguales, una de las cuales se sus-
pendié en etanol de ©6% (como se opera en casos de "aisla-
dos" procedentes de harinas agotadas simplemente por hexa-
no) y la proteina obtenida, secada en vacio a 45° resultd
ser un polvo blanco insfpido e inodoro. La otra fraccidn

de codgulo se llevé a peso constante a 45° con aumento
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gradual de vacfo obteniendo un producto de color pardo.

El total de "aislados" secos a 45° fue de aproximadamen-
te 3g (3,7 % respecto de harina de partida), valor sig-
nificativamente menor al que se observa en "aislados" de
harinas agotadas por hexano (alrededor de 22%). Por otra
parte los andlisis de ambos "aislados" resultaron de teno-
res similares de lisina disponible (3,86 y 3,52 g lisina/
16 g N para los “aislados" de harina agotada por hexano

Y por hexano seguida de mezcla ternaria, respectivamen-
te).

Esta experiencia reveld que pese a los procesos de
desnaturalizacién ocurridos y a la eliminacidn préctica-
mente exhaustiva de lf{pidos,el secado en vacio a 45° pro-
voca pardeo en presencia de agua (el valor de lisins dis-
ponible del "aislado" asf{ obtenido fue 3,36 g/ 16 g N).
Ello hace suponer un probable pardeo no enzimédtico origi-
nado en los lipidos residuzles (que permanecen en la ha-
rina aun después del agotamiento por hexano y mezcla ter-
naria, a través de compuestos carbonflicos de autoxidaeidn).
Este resultado coincide con el observado en una experien-
cia ya expuesta al comienzo de esta Discusidén por simple
mo jado de una proteina de lino inicialmente blanca (por
haber sido obtenida mediante tratamientos etandlicos, se-~
guida de secado a baja temperatura). Complementariamente
se recogid informacidn respecto de las variaciones de los
valores de N extrafido % de N total a pH 9-10 en los ensayos
sobre harina agotada por hexsno y sobre esta harina poste-

riormente agotada por mezcla ternaria. En el primer caso
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el valor de extraccién fue de 62% y en el segundo de solo
27,1% con oscilaciones entre 24,5 - 33,7% para distintos
valores de la relacidén herina/agua en el proceso de extrac-
cién (1/21 a 1/60) (valores de extraccién referidos a N to-
tal expresadoes sobre sustancia seca). Por otra parte una
serie de determinaciones practicadas sobre alicuotas del
extracto obtenido a pH 9-10 a partir de harina agotada por
hexano y por mezcla ternaria mostré un desplazamiento del
valor de pH isoeléctrico (pH 4,0 para harina agotada por
hexano) desde que no se observdéd un minimo para el valor de
N sobrenadante respecto de N total extralido en ensayos de
precipitacién entre pH 4,8 y 3,0.

En conclusidén, el agotamiento lipfdico de la semi=-
lla de lino por extracciones sucesivas con hexano y con

mezcla ternaria C13CH:CH30H:H;0 no impide los fenémenos de

pardeo durante el secado de "aislados" proteicos en presen-

cia de agua y en condiciones no drésticas de temperatura;
tampoco provee una eliminacién total de componentes 1li-
pidicos y provoca un proceso evidente de desnaturalizacidn
proteica que se traduce en una disminucidén significativa
de los valores de solubilizacidn de N total y de precipita-
c¢ién de N extrafdo.

La Tabla 7 informa los valores de N extraido
y de N en residuo de extraccién ( expresados % de ha-
rina) y % de N en harina , en experiencias de dispersién
alcalina sobre harina de semilla de lino agotada por hexa-
no y por mezcla 013CH:0H3OH:H20 y sobre esta dltima adicio-

nada sucesivamente de 1lipidos extraidos por esta mezcla de
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solventes (capa 0130H) y de esos lf{pidos més una alicuota
de la fraccidn CH3OH + H,0 resultante de la dilucién acuo-
sa (ver Parte Experimental). Resulta evidente que tales
agregados no corrigen la significativa pérdida de solu-
bilizacidén de proteinas luego del tratamiento por la mez-
cla C1_CH:CH OH:H20, por lo que se concluye que ésta ha

3 3
provocado una evidente desnaturalizacién de aguéllas,



67

FUNCIONALIDAD DE AISLADOS PROTEICOS
VALORES DE INDICE DE SOLUBILIDAD DE NITROGENO (ISNK)

Con el objeto de evaluar algin pardmetro vinculado
a caracter{sticas de funcionalidad de "aislados" proteicos
se recurridé en este trabajo exclusivamente a la determina-
cién de los valores de fndice de solubilidad de nitrdgeno,

por aplicacidn de la técnica del AACC Methods 46-2367.

1) - Aislados agotados por etanol 96% y secados a 45° en
vacfo - Valores de ISN en funcidn del valor de

pH__y de la concentracidn de "aislado"

La Tabla 8 informa los valores de ISN logrados sobre
un "aislado" proteico de semilla de lino, operando sobre 5,
sobre 2,5 y sobre 1,5 g de “"aislado" a valores de pH com-
prendidos entre 6,0 y 8,0.

Como- se ha expuesto, el "aislado" de semilla de lino
contiene alrededor de 20% de un polisacdrido que indiscu-
tiblemente se vincula a los altos valores de ISN regis-
trados y a la elevada viscosidad observada en determina-
ciones de ISN, cuando se opera con 5 g en el ensayo y es-
pecialmente a pH 6,0, razén por la cual se aconseja operar
sobre 1,5 a 2,5 g de "aislado" de semilla de lino.

Las Figuras 15, 16 y 17 son las representaciones
gréficas de los valores de ISN operando con 1,5 ; 2,5 ¥
5 & En general los vaiores de ISN en ensayos con 1,5 ¥y
2,5 g de muestra sefialaron un incremento del valor de

ISN en funcién del pH, si bien tanto a pH 6,0 como a pH




8,0 las cifras fueron sumamente elevadas (93,1 - 103,1).
Operando sobre 5 g se obtienen valores de ISN poco varia-
bles en funcidén del pH (94,9 - ¢7,6), comportamiento que
podrfa explicarse en. razdn de la elevada viscosidad obser-
vada en el ensayo a pH 6,0 que determinarfa una mayor es-
tabilidad del "aislado" en suspensidn durante la etapa

de centrifugacién, con lo cual se obtendrfan mayores va-
lores de N sobrenadante.

Operando sobre un "aislado" de semilla de cértamo
se determinaron valores de ISN en ensayos a pH 6,0 ; 7,0
y 8,0 operando sobre 5 g.

La Tabla 9 evidencia un incremento significativo
de solubilidad (30,8 a 69,2), tal cual se aprecia en la
Figura 18. Finalmente se realizd un tercer ensayo sobre
"aislado" proteico de una mezcla de semillas citricas
(naranja, limén, mandarina y pomelo)68 operando & valores
de pH 6,0 ; 7,0 y 8,0 y sobre 2,5 g de "aislado" en razdn
de la presencia en éstos de 13,4% de un polisacérido in-
timamente asociado a la fraccién proteica. También en este
caso se observé un significativo incremento de los valo-
res de ISN en funcién del pH (13,9 a 88,0), como se puede
apreciar en la Tabla 10 y en la Figura 19.

La Tabla 11 resume los valores de ISN operando a
pH 7,0 en ensayos sobre 5g y en algunos casos sobre 2,5 y
5 g de casefna industrial, en coprecipitado de proteinas
de lino con 40% de caseina industrialbg, y de "aislados"
de semilla de girasol?o, de coco paraguayo (Acrocomia totai

Mart)71, de zap311072, de dos partidas de semilla de tomate

73
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de mezcla de variedades de citricos, de pepas de carozo de
damasco maduro sometido & calentamiento y crudo74, de semi-
lla de lino y de mezcla de semillas de variedades de soja
extrafdas a pH 7,0 y 10,0.

Puede observarse, coincidentemente con lo ya expuesto,
el elevado valor de ISN para el "aislado" de semilla de lino,
as! como el registrado para caseina industrial de buena ca-
lidad y logicamente para el "aislado" obtenido por copreci-
pitacién de proteinas de lino en presencia de 40% de casefina
industrial. Los valores de ISN para "aislados" de semilla de
cdrtamo, girasol y coco paraguayo fueron muy similares, osci-
lando entre 49,0 y 58,6. Los "aislados" de semilla de zapa-
1llo, de tomate y de pepa de damasco no sometido a coccidn
observaron bajos valores de ISN (29,2 a 30,4), al igual que
el valor registrado para un "aislado" de semilla de soja
obtenido por extraccién & pH 7,0 (32,2). Un "aislado" de
la misma partida de harinaz de soja obtenida por extraccidn
a pH 10,0 registrd un valor de ISN sensiblemente superior
(49,1), al igual que el "aislado" de pepa de damasco sometido
a coccidn (65,1).

Los pares de determinaciones sobre los mismos "aislados"
operando con 2,5 y con 5 g mostraron en dos casos (1i-
no y cértamo) valores mayores de ISN para los ensayos con
2,5 g mientras en otros casos (zapallo ¥y caseina) los va-
lores fueron parejos y dentro de las diferencias esperadas
en razén de la fndole del método. E1 "aislado" procedente
de harina de mezcla de semillas c{tricas acusé un valor

de ISN elevado (62,6) pero significativamente inferior
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#l observado para los "aislados" de lino, a pesar de que en
ambos se probd la existencia indisoluble entre protefnas y
polisacéridos, debiendo concluirse que otros factores de-
terminan una mayor desnaturalizacién por accidén del etanol
en el caso de "aislados" de semillas cftricas.

En general los resultados de valores de ISN que fi-
guran en la Tabla 11 son acordes con los mencionados en los
distintos trabajos3’9 respecto de la influencia de la con-
centracién de "aislado" en el ensayo (en el supuesto de res-
petar en todos los casos el tamafio de particula o granulome-
trfa del"aislado" en polvo, la temperatura durante el pro-
ceso de homogenizacidén o mezclado, asf como la velocidad de
agitacién en el mismo, la velocidad y tiempo de centrifuga-
cién y fundamentalmente el valor de pH de la dispersién).
Como dato de interés se destaca que un factor previo a la
determinacién de los valores de ISN que parecerfa influir
significativamente, es el valor de pH operado durante la dis-
persién alcalina de la harina de partida (tal es el caso ya
mencionado de los valores de ISN para "aislados de protei-
nas de soja operando por dispersién a pH 7,0 y 10,0 que
fueron respectivamente 32,3 y 49,1). Cabr{a realizar un ma-
yor nimero de experiencias con "aislados" de otras fuentes
para juzgar con més fundsmentacidn este particular.

En conclusién, en los procesos de obtencidén de "ais-
lados" proteicos que comprenden el agotamiento por etanol
de los codgulos obtenidos a pH isoeléctrico (con el objeto
de obtener "aislados" blancos, inodoros e insipidos) caben

distintos comportamientos en la dispersidén acuosa de los
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mismos segin el origen de la materiz prima (especie vegetal
de partida, tratamientos operados en la obtencidn de las
harinas etc.), que se traducen en caracteri{sticas de fun-
cionalidad distintas sin que fundamentalmente se afecte el

valor nutritivo.

2) - "Aislados" no sometidos a deshidratacidén conteniendo

materiales lipfdicos

En pdginas anteriores se ha hecho referencia a la
obtencidén de "aislados" proteicos blancos como polvos fi-
nos, inodoros e insipidos por secado a 45° (vacfo) luego
de lavar los coédgulos con agua a pH isoeléctrico y extraer
1ipidos y la mayor parte del agua con etanol de 96%. Se
discutidé la posible influencia de la presencia de 1lfpidos
y de agua (esta dltima en concentracién crftica) en el de-
sarrollo de procesos de pardeo durante el secado en vacio
a 459. Se pensd que de ocurrir un proceso de pardeo no en=-
zimdtico, este deberfa inhibirse por disminucidén de tempera-
tura (enfriamiento o refrigeracidén) durante la preserva-
cidn de los codgulos integrales (conteniendo lipidos y el
agua capaz de retenerse en las condiciones de precipitacidn
y centrifugacién adoptadas). Asimismo , que la eliminacién
de agua por deshidratacidén podrfa reemplazarse a través de
procesos de congelacidn, que inpovilizarfan el agua libre
por solidificacién impidiendo asi procesos de pardeo al
evitar interaccién entre los reactantes (proteinas - com-
puestos carbonflicos). Este dltimo tema (congelacidn) ha-
75,76,77,18

bia sido tratado en los dltimos afios preferen-
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temente sobre la preservacién de coédgulos de "aislados"
proteicos de soja. Las experiencias sefilalaron que en estos
casos la congelacién seguida de descongelacién se acompa-
fia de un cierto grado de desnaturalizacién de mayor magni-
tud para menores valores de la temperatura de congelacidn

y estacionamiento en ese estado. Se atribuyé a la formacién
de enlaces -S-S- intramoleculares as{ como entre moléculas
proteicas, la disminucién de los valores de solubilidad por
congelacidn y descongelacidn arguyéndose que por congela-
cidn del agua ocurre la aproximacién de las moléculas de
protefnas y una mayor concentracién de éstas en la fase

no congelada, que conduce a la formacién de agrupaciones
=S=5S- intra e intermoleculares. ©5i la temperatura de con-
gelacidn y estacionamiento fue tan baja como -20° la inso-
lubilizacién después de la descongelécidn fue menos eviden-
te debido tal vez a que por congelacidn de la mayor parte
del agua las moléculas de proteina se encontraban en un me-
dio casi anhidro no pudiendo as{ ocurrir las reacciones men-
cionadas.

La Tabla 12 resume los valores de ISN para cofgulos
proteicos obtenidos a valores de pH isoeléctrico a partir
de distintas harinas de extracciédn, figurando los valores
de contenido acuoso de los cobsulos (determinados en estu-
fa de vacfo a 100°) para ensayos practicados inmediatamen-
te después de la obtencidn de los coédgulos (lavados con agua
a pH isoeléctrico, ver Parte Experimental), luego de pre-
servacién por enfriamiento ( a 8-10°, en envases de vidrio

herméticos por lapsos de 7 - 14 dfas) o por congelacidn
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lenta en frascos de cierre hermético de 23 mm de dfametro
interno, totalmente llenos (la congelacidn se operd a -15°
y todos los frascos al ser de las mismas dimensiones ob-
servaron también el mismo gradiente de enfriamiento duran-
te la congelacién). Teniendo en cuenta los contenidos a-
cuosos de los codgulos y sus tenores en N total se calculd
la cantidad de codgulo necesario para cada ensayo de NSI
(correspondiente a~v 5¢ de materia seca). Para las deter-
minaciones sobre los ensayos por congelacién se procedid
a la descongelacidn por calentamiento de los envases cerra-
dos a 37°, seguido de homogenizacidn del producto, previa-
mente a las pesadas, para determinaciones de contenido acuo-
80 y de N (en razén de observar separacién de fases liqui-
das en proporciones variables , segin los casos).
El anélisis de los valores de contenido acuoso de

los codgulos a pH isoeléctrico revela que los "aislados"
de semilla de lino, tomate y cftricos fueron en orden de-
creciente los de mayor capacidad de retencidn de agua (93;
80-81 y 76-78% respectivamente). Por el contrario los "ais-
lados"de semilla de cdrtamo y de soja observaron los valores
menores para retencidn acuosa (55-56 y 54-59% respectiva-
mente). El resto ("aislados" de semilla de zapallo y de gi-
rasol) presentaron valores muy similares (66-69%) entre si.

Aunque la columna de valores de contenido acuoso %
de la Tabla 12 para los coégulos no presenta variaciones
significativas en cada caso en funcidén de los lapsos de
estacionamiento a temperaturas de enfriamiento y/o0 conge-

lacién (en este Yltimo caso las temperaturas de congelacidn
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y de estacionamiento en estado de congelacién fueron las
mismas), aparentemente la separecién de fase acuosa liqui-
da fue menos visible en los ensayos por enfriamiento que
en los de congelacidn.

Respecto a los valores de ISN los "aislados'"de semi-
lla de lino, citricos y girasol registraron los valores
mayores : el de lino tanto & tiempo cero como en los ensa-
yos por refrigeracién durante 7 dfas y por congelacién du-
rante 14 dfas (94-99%), el de semillas cf{tricas observé el
valor méximo en los ensayos a tiempo cero (95%) y una dis-
creta disminucién en los ensayos por refrigeracién y con-
gelacidn hasta 14 dfas (80-85%) y em los de girasol en ge-
neral, valores de hasta en 21 dfas (en congelacién) de 88%
frente a 98% a tiempo cero. Los "aislados" de semilla de
zapallo, cédrtamo y tomate observaron significativas dis-
minuciones de los valores de ISN en ensayos por congelacién
y refrigeracién. De lo expuesto surge que la aplicacidén de
los procesos de preservacidn de "aislados" proteicos con-
teniendo sus 1fpidos y el agua retenida a pH isoeléctrico
luego de centrifugacién a la velocidad elegida, son de uti-
lidad en la preservacién sin alteracién del color (inhibi-
cién de procesos de "browning"), dependiendo de la materia
prima de procedencia de los "aislados" el comportamiento
frente a los valores de ISN y de la capacidad de retencidn
acuosa.

Durante la experimentacién y en los ensayos de preser-
vacién por enfriamiento a 8-10° en perfodos de hasta 21 dfas

se observé en algunos ensayos la proliferacidén de hongos,
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no asf{ en los de congelacidn. A este respecto se practica-
ron ensayos de preservacidn por refrigeracidn de un "aisla-
do"de semilla de girasol, operando sobre un codgulo lavado
& pH isoeléctrico con agua ajustada a ese valor por agrega-
do de 1 g de 4cido propidnico (agente fungicida y fungis-
tdtico) puro a 500 ml de agua, seguida del agregado de NaOH
hasta alcanzar aquél valor. Los valores de ISN observados
en estos ensayos fueron del orden de los registrados en

la Tabla 12 para refrigeracidén, observando a los 21 dias
incremento del pH y desarrollo de hongos.

Al igual que en los ensayos de ISN sobre "aislados"
de soja liberados de l{pidos y secados en vacfo a 45°, se
practicaron ensayos de ISN sobre codgulos recientes lavados
con agua a pH isoeléctrico (conteriendo los 1fpidos asocia-
dos) pero procedentes de extracciones alcalinas a valores
de pH 7,0 y 10,0. Las cifras de ISN fueron para el primer
caso 85,3 y para el segundo %6,3, comportamiento en el mis-
mo sentido que el observado para los "aislados" en polvo
(32,3 y 49,1 respectivamente, ver Tabla 11).

La Tabla 13 redne valores obtenidos para contenidos
en lisina disponible de harinas de extraccién, residuos ago-
tados en los procesos de dispersién alcalina, "“aislados" pro-
teicos lavados por etanol y secos a 459, fraccidén insoluble
en las determinaciones de valores de ISN sobre "aislados"
lavados por etanol y secos a 45°, sobre codgulos a pH iso-
eléctrico congelados y sobre codgulos a pH isoeléctrico so-
metidos a refrigeracidén para los casos de zapallo, cédrtamo,

girasol, citricos, coco paraguayo, tomate, soja y lino.
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De su observacién surge que son mayores los conte-
nidos en lisina disponible de los residuos agotados por
dispersidén alcalina en los casos de zapallo, girasol, c¢i-
tricos y tomate, similares en el caso de soja y menores
para cdrtamo y lino respecto de los de las harinas de parti-
da. Esta comparacidén se llevé a cabo por haber encontrado
en literatura el precedente registrado en residuos agota-
dos de semilla de algoddén que posefa un elevado tenor de
lisina respecto de las harinas de partida104.

Los "aislados" proteicos secos a 45° luego de ago-
tamiento por etanol observaron contenidos en lisina dispo-
nible ligeramente inferiores a los de las harinas de parti-
da en los casos de las harinas de lino, zapallo y girasol,
cifras menores én mayor medida para citricos y tomate y si-
milares para soja. En cambio el caso de cidrtamo presenta
para este "aislado" un valor sensiblemente mayor que los
observados en la harina y residuo agotado respectivamente.

También se efectuaron las determinaciones de lisi-
na disponible en las fracciones insolubles de las deter-
minaciones de ISN en la mayorfa de los "aislados" agota-
dos por etanol y secos a 45° observando en éstas cifras
ligeramente superiores para los casos de zapallo, cértamo,
girasol, citricos y tomate, menores en coco paraguayo y
del mismo orden en so0ja.

Las pocas determinaciones efectuadas sobre fraccio-
nes insolubles en ensayos de ISN sobre codgulos congelados

o refrigerados no mostraron comportamientos diferentes res-

pecto de los codgulos agotados por etanol.
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AISLADOS PROTEICOS DE SEMILLA DE S0JA

En el curso de las experiencias expuestas se ha
hecho referencia a "aislados" proteicos de semilla de so ja.
Estos fueron preparados especialmente a partir de semilla
de produccién Nacional (cosecha 75/76) procedente de la
localidad Los Cerrillos (provincia de Salta), de las va-
riedades "Cerrillos - W 65", "Halesoy 71" y "Clark 63".

En operaciones separadas (ver Parte Experimental) alrede-
dor de 500 g de semilla entera molida de cada variedad se
agoté (Soxhlet) con hexano técnico, obteniendo los aceites
crudos de extraccidén y las harinas respectivas, gque fueron

estudiadas en sus valores de composicidn.

a) - Eastudios sobre aceites crudos de soja
Valores de rendimiento y de caracter{sticas

fisicoquimicas

Los valores de contenido en aceite % de semilla seca
de 1la Tabla 14 estdn comprendidos entre los registrados en
la literatura (13-26) (18-22 como cifras més corrientes)79
y de las cifras observadas para las variedades méds culti-
vadas en las Repdblicas de Paraguay (18,7 -22,3)80, Colom-
bia (20,3 - 28,9)81, Ecuador (21,2~ 23,4)82 y Perd (20,3~
23.0)83. De los demé&s valores, los de {ndice de yodo son
los de mayor interés, desde que se vinculan a los de com-
posicidén acfdica ( variables en funcidén agroclimédtica y
varietal). Las cifras halladas (130,9 ; 131,8 y 134,4) es-

tén comprendidas entre los extremos indicados por Eckey79
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(117-141; con velores més frecuentes entre 127 y 138);
por AOCS84 (120-140 como valores extremos y 127-138 como
los méds corrientes); mientras la Comisidén Mixta del Codex
Alimentarius FAO/OMSB7 fija valores extremos de 120-143.
Son valores elevados y parejos y difieren sensiblemente
de los seflalados para aceites de semilla de Paraguay (112,5-
123.7)80. La razén de estas diferencias obedece principal-
mente & las distintas condiciones climédticas reinantes du-
rante el periodo de maduraciédn de frutos (biosintesis de
dcidos grasos) en las zonas agricolas de Paraguay y de la
provincia de Salta. Cabe sefialar que en Paraguay se regis-
traron valores de fndice de yodo (112,5) sensiblemente in-
feriores a 1los mfnimos registrados en valores extremos pa-
ra diversas zonas de produccidn importantes del mundo (117-
129).

La estabilidad frente a autoxidacién, es fundamen-
talmente dependiente de la concentracidén en dcidos polieti-
lénicos (18:2 , 18:3) y la de antioxidantes naturales pre-
sentes (tocoferoles); los valores hallados para estos \dl-
timos (69,7 ; 72,0 y 79,8 mghg) resultaron del orden de los
valores minimos més frecuentes registrados en la litera-
tura®©18970-180 y 150-380 mexe).

Cabe sefialar que dos de los aceites obtenidos pre-
sentan valdres de Indice de saponificacién inferiores a
los sefialados como valores minimos de valores extremos
(189-195). Un comentario especial se refiere a los eleva-
dos contenidos de insaponificable (2,59 ; 2,73 y 4,47%) su-
periores a los méximos de la bibliografia (2,00%)84; pro-
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bablemente atribufble al empleo de distintos solventes de
extraccién (éter etflico en el presente trabajo) y al he-
cho de que la mayor parte de la informacidén bibliogréfica
se refiere a aceites refinados o comerciales y no a acei-

tes crudos.

Composiciones acf{dicas y en esteroles
Operando sobre ésteres metf{licos de los 4cidos to-

tales de los aceites de las tres variedades (libres de
insaponificable) se determinaron las composiciones acidi-
cas por CGL que expresadas en % de 4cidos totales acusaron
los valores mencionados en la Tabla 15 . La Figura 20 se
refiere al cromatograma del aceite de la variedad “Hale-
soy 71* (el de mayor concentracidn en 18:3).

Los valores hallados (Tabla 15) son prédcticamente
acordes con los extremos propuestos por la Comisidn Mixta
FAO/OMS a través de su Oomité de Grasas y Aceites en 1974?8
excepcién hecha de los valores para &cido palmftico que
coinciden con el méximo de FAO/OMS en un caso y son supe-
riores en los dtros dos. Este comportamiento se verifica

también en los aceites de semilla de soja del Paraguayao,

81 83

Colombia ', Ecuadoraa y Perd ~’, cuyos valores extremos

fueron:

16:0 (10,9-12,6 ; 10,9-13,2 ; 12,2-13,8 y 12,3-13,3),

18:0 (3,0-3,9 5 2,4-3,9 ; 3,4-4,6 ¥ 2,8-3,5),

18:1 ( 20,7-32,0 ; 19,7-28,0 ; 18,9-24,6 y 19, 4-206,1),

18:2 (47,3-59,0 ; 50,5-59,3 ; 51,4-58,4 y 51,0-59,3) ¥y
18:3 (4,7-6,6 ; 5,2-8,1; 5,4-7,0 y 6,2-7,1) , respectivamen-

tec '
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Las composiciones acidicas de los aceites de semilla de

80 ja aparecen como simples en razén del nimero de componen-
tes acfdicos (cinco) cuando se los examina por CGL de és-
res metf{licos dedcidos totales. Sin embargo, el nimero de
componentes 4cidos es mucho mayor, como fue demostrad081
por exdmen CGL de las fracciones y residuo de destilacidn
a presidn reducida (0,5 Torr) de ésteres metf{licos de édci-
dos totales libres de insaponificable de un aceite de so-
ja var. Hardee de Ecuador, que condujo a los siguientes
valores:

12:0 (vest), 14:0 (0,06) ,
17:0 (0,01), 18:0 (3,71) ,
(0,51), 23:0 (0,05) ,
(0,08), 17:1 (vest) ,
(56,13) y 18:3 (7,33).

0 (vest) , 0 (11,99) ,
(0,30) , 0 (0,05),
(0,18) , 1 (6,02),
19.38). 0:1 (0,20),
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La produccién de soja en el pais se incrementa en
forma significativa afio a afio sin que, hasta el presente,
se halla realizado un estudio sistemético de las variacio-
nes de composicidén acidica en funcién varietal y/o agrecli-
médtica para los aceites de produccibén nacional, como ha
ocurrido con los deméds aceites de semillas oleaginosas.,

Como se expone en la Parte Experimental las concen-
traciones de esteroles totales de estos aceites se deter-
minaron por precipitacidn como digiténidos a partir de los
insaponificables, registrando valores de 376 -440 mghg de
aceite. Estas cifras figuran entre los méximos (en un caso

superior) registrados en la literatura85 (150 - 380 mghg).
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A través de los fraccionamientos de los insaponifi-
cables en placa preparativa de sf{lica gel se aislaron las
fracciones de esteroles, que se examinaron por CGL identi-
ficando los esteroles presentes a través de los valores
de Tr/Tr colesterol previamente determinados en base a pa-
trones (colesterol, campesterol, stiguasterol y sitosterol).
En todos los casos se registraron los mismos picos : coles-
terol (Tr col.= 1,00) , campesterol (Tr/Tr col.= 1,31) ,
stignasterol (Tr/Tr col.=1,42) , sitosterol (Tr/Tr col =
1,62) y un pico menor con valor de Tr/Tr col= 0,80 (des-
conocido).

Por computacidn de 4reas se calcularon las concen-
traciones en esteroles % de esteroles totales de cada acei-
te, con los valores que figuran en la Tabla 16. (La Figu-
ra 21 reproduce el cromatograma de lu fraccién de esteroles
del aceite de la var. Cerrillos W-65). El1 componente mayor
resulté ser sitosterol (48-57%) y en orden decreciente cam-
pesterol (21-24%) , stigmasterol (16-23%) y finalmente el
componente desconocido Tr/Tr col 0,80 (5-7#). Con excepcidn
de este dltimo componente, los deméds ya fueron registrados
en literatura para esteroles de aceite de soja (campesterol,
stignasterol y Bitosterol)sg.

Si bien no se lograron cifras de concentracién en
esteroles particulares en la literatura consultada, el va-
lor hallado para sitosterol (48-57%) es coincidente con el
registradogo para esteroles de hojas de soja (55%). La pre-
sencia de colesterol no sorprendid désde que al presente se

admite que puede existir en cantidades detectables (cercanas
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al 1% sobre esteroles totales) en la mayor{a de los lipi-
dos vegetalaago. Se lo ha sefialado a través de métodos de
CGL en el aceite de palma africana (Elaeis guineenaia)sg,
en el de semilla de palma "Caranday" (Copernicia alba)y
en el de pulpa de palma "Yatay" (Butia x&!gx)gl, en el
de semilla de “Calafate" (Berberis buxifolia Lam)92,

en el de aceite de salvado de arroz (10,4% sobre estero-
les totalea)gJ, en el de aceites de semilla del género
"Capsicum"(9,0% sobre esteroles totales) y el el de Faga

ra coco (1.0%)94 Yy en de aceites de semilla de tomate (Li-
)73,95.96

copersicum esculentum , entre otros.

Tanto los aceites de semilla de soja como el aceite

de lino dan reaccidén bromada de Halphen positiva (forma-
cidn de compuestos de bromo adicidén insolubles en éter eti-
lico anhidro, cloroformo o tetracloruro de carbono a 0°).
La investigacién de la presencia de aceite de semilla de
1ino en aceites de soja necesita el estudio de una técnica
analftica.

La Figura 22 muestra el crouwatograma correspondien-
te a la fraccién esterdlica de aceite de sewilla de lino
(lograda en forma ya sefialada para el caso de los aceites
de soja). Por computacidn de 4reas se encontraron los si-
guientes valores porcentuales :

Campesterol (26,3) , stigmasterol (1,2) , sitosterol (60,3)
QLs- avenasterol (?) (9,5) y dos componentes no identifica-
dos con valores de Tr/Tr col 0,66 y 0,80 (0,7 y 2,0%, res-

pectivamente). La comparacién de estos componentes en as-

pectos cuali-cuantitativos con los de esteroles de aceite
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de soja (Tabla 16) sefiala notables diferencias, como ausen-
cia de colesterol y concentracidn muy inferior de stigmas-
terol en aceite de semilla de lino, as{ como la presencia

en el mismo de A 2 avenasterol (?) (10%~ ), ausente en es-

teroles de aceite de so ja.

b) - Composicién de las Harinaes de Extraccién de Semilla

de Soja

Estos materiales residuales de la extraccién con hexa-

no del aceite de semilla se liberaron del solvente por ai-
reacidn y en estufa de vacfo a 40°. Una vez remolidas se
analizaron determinando valores de N total (Kjeldahl), de
contenido acuoso(100°,vacfo) y de ISN. Se obtuvieron los si-

guientes valores para las variedades "Cerrillos W-65",

“Clark 63" y "Halesoy 71", respectivauzente :

N s.s.s.% (8,58 ; 8,09 y 7,99) , Agua % (10,04 ; 9,42 y 8,54)
e ISN (75,6 ; 78,2 y 77,6).

La similitud de los valores para N total s.s.s. y de ISN

sugirid mezeclar partes iguales en peso de las tres harinas
a los fines de la obtencién de un "aislado" proteico.

Con cardcter previo se llevé a cabo un anélisis més
completo de la harina mezcla as! obtenida registrando los
siguientes valores :

agua (100°,vacfo)eecccccsssessd,19%

cenizas (500-550°2)ccecccccsesd 61%

N total (Kjeldahl)..ceceessssT,36% (Xx)
Fibra cruda (AOAC)ececcessseesH,09%

Lisina disponiblellg.........6,51 e/16 g N

(x)- 8,11% sss , eguivalente a 50,7% de "proteina bruta".
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Los valores de "protefna bruta" sobre sustancia seca
para harinas de soja desgrasadas observadas en literatura
oscilan entre 53,5 y 56,2%2?’40’98’99'100 cifras superio-
res a las encontradas en este trabajo (50,7%#). Tal diferen-
cia reside en el hecho de que las harinas industriales de-
rivan de grano descascarado, circunstancia no observada en
la harina preparada en el laboratorio. Como consecuencia
el valor para fibra cruda (5,09%) resulté superior al ob-
servado en literatura para harinas desgrasadas (2,5-3,5%).

El valor de lisina disponible 6,51 g/16 g N esté
comprendido entre los valores mencionados para lisina to-
tal para porotos de soja (5,01 - 7,63 g lisina /16 g N ,

con un valor medio de 6,38)101.

¢) - Obtencién de un "aislado" proteico de semilla de soja

La literatura presenta valores de pH para la dispersidn

de protefnas de harinas desgrasadas de semilla de soja que

102. Partiendo de la

oscilan en un amplio rango (6,6 - 9,0)
harina mezcla ya mencionada (ver Parte Experimental) se de-
terminaron locs valores de N soluble # N total en harina
por dispersién en agua (relacién harina/agua 1:20) ajus-
tando con solucién de NaOH a valores de pH 7,0 ; 8,0 ;9,0
y 10,0. Por centrifugacién y determinacién de N en los so-
brenadantes se encontraron los siguientes valores :
pH 7,0 (73,1) ; pH 8,0 (76,9) 3 pH 9,0 (78,9) y pH 10,0
(79,2%), valores que configuran la curva de la.Figura 23.
Teniendo en cuenta que los valores de extraccidn

de N entre los de pH 7,0 y 10,0 no presentan una gran di-
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ferencia se decidié , operando sobre 50-100 g de harina
mezcla, obtener "aislados" (a valores de pH de extraccién
7,0 y 10,0 considerando el pH isoeléctrico de 4,5 y puri-
ficando los precipitados separados por centrifugacién me-
diante lavados por agua a pH isoeléctrico y con etanol,
seguido de secado en vacfo a 45°), para observar carécte-
risticas generales de composicién de ambos "aislados", con-
tenidos en lisina disponible y valores de ISN. En ese sen-
tido, se registraron los siguientes valores de rendimien-
to en "aislado"¥ de harina, pérdida de peso (100°, vacio),
N % s.s.8., "protefna bruta" (N x 6,25) % s.8.8. , lisina
disponible (g /16 g N) e ISN, respectivamente :

pH 7,0 : 30,7 ; 3,04 ; 15,00 ; ©3,75 ; 6,71 y 32,3

4,17 ; 14,92 ; 63,25 ; 6,73 y 49,1

pH 10,0: 33,2
El anédlisis de estas cifras muestra como lo m&s destacable
el mayor valor de ISN para el "aislado" obtenido por dis-
persidn a pH 10,0 no observédndose diferencias en los valo-
res de protefna cruda y de lisina disponible.

Con el fin de disponer de "aislados" de soja en
cantidad suficiente para un andlisis quimico més exhausti-
vo y confirmar los valores de ISN ya sefialados se procedid
a la obtencidn de "aislados" a partir de la harina mezcla
por dispersién a valores de pH 7,0 y 10,0 y a partir de 200g
de harina en cada caso. Los codgulos proteicos obtenidos
por centrifugacién a pH isoeléctrico (4,5) se lavaron con
agua a ese pH y con etanol de 96% (ver Parte Experimental).

Los "aislados" se mantuvieron en estufa de vacfo a 45° (5 Torr)
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hasta peso constante y se obtuvieron productos en forma de
polvo blanco, inodoro e insipido. De los extractos etand-
licos reunidos se eliminé el etanol en rota-vapor (vacio
parcial) obteniendo residuos viscosos constitufdos prin-
cipalmente por materiales lipidicos, determinéndose ren-
dimiento ¥ de proteina purificada y seca y sometiéndolos
a determinaciones analfticas ( nimero de acidez, indice
de yodo, Indice de saponificacidn, insaponificable total,
dcidos totales por saponificacién, Indice de yodo del in-
saponificable y fésforo lipfdico).

La Tabla 17 se refiere a los valores de rendimiento
y de algunas caracterfsticas quimicas de ambos "aislados"
por extraccién a valores de pH 7,0 y 10,0. Quedé confir-
mado el menor valor de rendimiento por extraccién a pH 7,0,
as{ como el mayor valor para ISN para el "aislado" obteni-
do a pH 10,0. El porcentaje de fésforo de dcido fitico res-
pecto del fésforo total fue similar en ambos casos (46,1
a pH 7,0 y 51,6 a pH 10,0). No es corriente encontrar in-
formacién acerca de cifras sobre fésforo total y fésforo
de dcido f{tico en "aislados" o concentrados proteicos.
De las diversas determinaciones efectuadas en los labora-
torios donde se realizd este trabajo de tesis surgen las
siguientes cifras : fésforo de &cido f{tico respecto de
fésforo total en "aislados" proteicos de harinas de semi-
1la de zapallosg, tomate73 Vg durazno74 (90-91%), en "ais-
lados"de semilla de lino48, damasco74 y girasol70 (69-80%)
y para los "aislados" de harinas de semilla de cértamo,

ciruela68 y sésam0103 (45—55%), de lo que surge que para
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el caso de los "aislados" de soja los valores para 4cido
f{tico corresponden a los méds bajos.

En la Tabla 17 figuran valores de contenido en 1i-
pidos residuales asociados de 0,86 y 0,94% para los "ais-
lados" obtenidos a pH 7,0 y 10,0 respectivamente. Se trata
de lipidos intimamente ligados al "aislado", no eliminables
por los tratamientos por alcohol de 96%; se los obtiene a
partir de los "aislados" a través de un proceso de saponi-
ficacidén dréstica? y estén constitufdos exclusivamente
por material insaponificable y 4cidos grasos, dadas las
condiciones de aislamiento. En el "aislado" correspondiente
a la extraccién a pH 7,0 (0,86%) estaban formados por 0,74%
de insaponificable y 0,12% de A4cidos grasos, mientras que
en el correspondiente a pH 10,0 (0,94%) lo estaban por 0,56%
de insaponificable y 0,38% de Acidos grasos. En ambos ca-
sos los Acidos grasos libres de insaponificable se examina-
ron en sus composiciones acfdicas por CGL de sus respecti-
vos &steres metflicos, obteniendo los siguientes valores
(% de &cidos totales) para los lipidos de "aislados" a
pH 7,0 y 10,0 respectivamente :

12:0 (0,1-0,05) , 13:0 (0,1-vest) , 14:0 (0,5-0,2) ,
15:0 (0,1-0,05) , 0 (31,9-28,1) , 1 :0 (3,8-2,0),
18:1 (12,1-15,0) , 18:2 (48,5-52,0) y 18:3 (2,9-2,5),

observando en ambos casos rastros de r-14:0, r-15:0, 15:1

y 17:0 . Los valores de fndice de yodo calculados en base

a las composiciones acfdicas fueron : pH 7,0 (106,6) ;
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La Figura 24 reproduce el cromatograma correspon-
diente a los ésteres metflicos de los lfpidos residua-
les de "aislado" proteico de soja obtenido por dispersidn
a pH 7,0,

La Tabla 18 resume valores de rendimiento (% de pro-
tefna purificada y seca a 45°) y de caracteristicas qui-
micas de los 1fpidos extrafdos por etanol 96% de las pro-
teinas precipitadas a pH isoeléctrico sobre los extracti-
vos acuosos a pH 7,0 y 10,0. Cabe destacar los elevados
valores para nimero de acidez y los bajos tenores en &ci-
dos totales luego de saponificacidn, esto Ultimo en razdén
principal de la presencia de fosfolipidos en concentra-
ciones significativas como surge de los valores en fds~
foro lipfdico (1,20 y 1,74% respectivamente). |

Los 4cidos totales libres de insaponificable de es-
tos 1lfpidos se examinaron en sus composiciones acfdicas
( CGL de ésteres met{licos) observando los siguientes va-
lores % de 4cidos totales para los li{pidos procedentes de
los "aislados" de extracciones a velores de pH 7,0 y 10,0
respectivamente:

16:0 (30,0-25,7) , 18:0 (5,1-5,4) , 18:1 (14,9-15,6) ,
18:2 (47,1-50,4) , 18:3 (2,9-2,9), con rastros de 12:0,
14:0 , 17:0 y 17:1. Los valores de indice de yodo de

estos &cidos calculados en base a las composiciones aci-
dicas son : pH 7,0 (106,6) y pH 10,0 (113,2). (ver Fi
gura 25).

Operando a valores de pH 7,0 y 10,0 se obtuvieron

"aiglados" bajo forma de codgulos que se lavaron solamente



89

con agua a pH isoeléctrico (es decir sin tratamiento
por etanol 96%) ; los codgulos asi obtenidos se lleva-
ron a peso constante a 45° y en vacfo obteniéndose pro-
ductos de tono pardo, cuyos contenidos en lisina dispo-
nible fueron sensiblemente menores al correspondiente a
los mismos codgulos tratados por etanol 96% y secados.
( pH 7,0 : 6,06 ; pH 10,0 : 6,15 frente a 6,46 y 6,62
g lisina /16 g N respectivaumente).
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AISLADOS PROTEICOS DE SEMILLA DE CARTAMO

a) - Harinas de Extraccidn

Las experiencias que se han mencionado en esta Discu-
8ién sobre valores de ISN en funcién del pH operando sobre
"aislado" proteico agotado por etanol y secado en vacio
a 45° o sobre "aislados" con sus lipidos integrales y pre-
servados por refrigeracién, lo fueron partiendo de semilla
de cértamo (Carthamus tinctorius L) de la variedad Gila
procedente de la Estacién Experimental Agropecuaria de Pa-
ranid (Entre Rfos). Segin datos suministrados por Bertoni y
cattaneo(x), la semilla rendf{a por resolucidn manual 46,9%
de céscara y 50,1% de pepa, fracciones que presentaron los
valores de composicién que figuran en la Tabla 19. Las ci-

fras encontradas estdn comprendidas entre los extremos men-
cionados en la literatura, para semilla entera, céscara y
pepa respectivamente : aceite (22,6-47,7 ; 1,4-5,7 y 50,8~
64,0) ; protefna (N x 6,25) (15,4-22,5 ; 3,1-10,0 y 23,0-
35,7) ;3 cenizas (2,3-3,5 ; 0,9-5,1y 2,6-4,4) y fibra cru-
da (11,2-35,5 ; 46,2 -65,8 y 0,9-2,8) y acordes con los co-
respondientes a semilla entera, céscara y pepa de la var.
Gila: aceite (38,1 ; 3,2 y 60,9) ; protefna (16,7 ; 4,3 ¥y
24,9) ; cenizas (2,6 ; 2,0 y 3,1) y fibra (35,9 ; - y 4,1)
% en base seca. Asi mismo, con los de semilla entera de
distintas variedades de los EEUU de Norteamérica : aceite
20-37, proteina 12-22, humedad 5-10 y céscara 35~5279 y
éspecialmente pare los de semilla de California que pro-

(x) - Comunicacidn privada
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ducen harinas (libres de aceite) que contienen 16-24% de
proteina y 30-37% de fibra cruda.

Por agotamiento por hexano se obtuvo una harina que
se liberd de solvente por aireacidn y en estufa de vacio
a 402, que respondid a los siguientes valores de composi-
cién general : humedad (100°,vacfo) 5,20 ; cenizas (500-
550°) 4,51 ; N total (Kjeldszhl) 4,42 ; N x 6,25 (proteina
cruda) 27,62 y fibra cruda 36,20%.

b)="Aislado" Proteico (x)

Con caréicter previo se establecid que el valor méxi-
mo de dispersidn del material nitrogenado de la harina
ocurrfa en medio acuoso y a temperatura normal a pH 10,5
(77,3 % del N total ) y el mfnimo a pH 3,5 (13,1%).

El pH de méxima precipitacién habiendo operado a pH
10,5 resulté ser 4,5. Como ha sido expuesto el codgulo pro-
teico de color blanco crema, lavado con agua a pH isoeléc=-
trico y secado en vacio a 45° tomé color pardo intenso.

El agotamiento previo del coédgulo recien obtenido (extrac-
cién por etanol de 96%) permitié la obtencidn de proteinas
en forma de polvo blanco inodoro e ins{pido.

El aislamiento en operaciones sucesivas operando
sobre partidas de 200 g de harina por vez permitid obte-

ner suficiente "aislado" proteico que analizado respondid

a los siguientes valores :

Pérdida & 100° (vacfo)esesvocescocsns .v0s3956%
Canizas (500=55009)cccsrscsssnsssssssssnsely18%

(x)- M.H.Bertoni y P.Cattaneo, Comunicacién privada
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B, (EIOIABRLY « o danannesos o ssemsnen B 4TH0S)
Fésforo total(como P)?............ 0,47%
Pésforo de 4cido fitico (como P).. 0,21%
Lipidos rasidualeaT............... 0,78%

(a)- 17,10 s.8.8. y libre de cenizas.

Los extractos etandlicos resultantes de la purifi-
cacién de estos "aislados" produjeron por destilacién a
presién reducida (rota-vapor) un material lipfdico (2,27%
referido a protefna seca a 45°) de las siguientes carac-
terfsticas analfticas : nimero de acidez (mg KOH / g) 118,8;
i{ndice de yodo (Wijs) 131,8 ; indice de saponificacidn
178,0 ; insaponificable 7,69% ; 4cidos totales (por sapo-
nificacién) 70,15% y fésforo lipfdico total (como P) 0,37%.

Los &cidos totales de estos lipidos revelaron la si-
guiente composicidn acfdica :

12:0 (0,3) ; 14:0 (0,3) ; 15:0 (0,1) ; 16:0 (9,2) ; 16:1(0,2)
18:0 (2,7) ; 18:1 (10,5); 18:2 (76,4); 18:3 (0,3) y ras-
tros de 17:0 ; 17:1 y 20:0 % de Acidos totales

Los 4cidos de los lf{pidos residuales (luego del ago-
tamiento por etanol)53 tenfan la siguiente composicidn
ac{dica :

14:0 (0,2) ; 16:0 (26,3) ; 18:0 (5,1) ; 18:1 (6,9) ¥
18:2 (61,5), con rastros de 12:0 y 17:0 % de Acidos tota-

les.
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En restmen este trabajo, ademds de proveer in-
formacién y caracterfsticas de nuevos "aislados" proteicos
(soja, cArtamo, etc) ha tenido por finalidad principal evi-
denciar tanto en harinas (subproductos de partida) como en
codgulos proteicos recientemente floculados a pH isoeléc-
trico, la presencia de componentes iniciadores de proce-
gsos de pardeo no enzimético, a la postre responsables del
color amarillo pardo que adguieren los “aislados" por seca-
do en condiciones no drédsticas (40 - 45°, vacio).

En base a las experiencias realizadas surgen
dos grupos de compuestos directamente vinculados a los

fendmenos de pardeo, a saber :

1) a)- Lipidos atrapados en el codgulo obtenido a pH
isoeléctrico, principalmente formados por glicé-
ridos, fosfolfpidos (incluso plasmalégenos), é4ci-
dos grasos libres, insaponificables y probablemen-
te glicolipidos (extraibles por solventes deshi-

dratantes como el etanol).

b)- Lipidos residuales y no extraibles de los codgu-
los por accidén de solventes polares (mezcla ter-

naria CH3OH:0130H:H20).

2) - Compuestos carbonilicos preexistentes (azicares re-

ductores).

Los del grupo 1 podrian intervenir en los procesos de
pardeo no enzimédtico durante el secado de codgulos, aun

operando a baja temperatura (40-50°) y presidén reducida,



por vias tales como :
a) - Autoxidacidén, con produccién de compuestos

carbonflicos.
b) - Descomposicién de compuestos aldehidogénicos

(fosforados o no) con produccidén de aldehidos.
¢) - Por parte de grupos -NH,, (etanolamina fosfoli-
pidos) como cefalinas
d)- Por descomposicién de glicolfpidos presuntiva-

mente presentes, con liberacidn final de azidca-

res reductores , principalmente galactosa.

Los del grupo 2 existen en bajas proporciones en las
harinas de partida y podrian actuar directamente durante
la dispersién alcalina, iniciando procesos de pardeo no
enzimédtico.

Las experiencias han probado que el agotamiento por
etanol de cofgulos recientemente precipitados al valor del
pH isoeléctrico, evita el pardeo por posterior secado a
temperaturas de aproximadamente 40-50°.

Esta comprobacién sugiere :

a)- El etanol elimina inicialmente la mayor parte

del agua y compuestos carbonflicos solubles
en mezclas hidroalcohdlicas o en etanol (prin-
cipalmente azdcares reductores remanentes).

b)- E1 etanol, al eliminar el agua libre, impide la

interaccién de los iniciadores de procesos de
pardeo no enzimético, por falta del solvente

que lo posibilita.
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¢)- El etanol elimina de los coédgulos la mayor par-
te de los 1lipidos englobados en los mismos, sin
duda autoxidables y generadores de compuestos
carbon{licos.

d)- El etanol no agota de lipidos a los coégulos,
restédndo en éstos los llamados lipidos reteni-

dos o residuales, evidenciables por saponifica-
cién dréstica (KOH al 6% en etanol) y subsiguien-
te acidificacién y extraccidén con éter de petro-

leo o hexano.

La presencia de agua en un coédgulo, disminuye gra-
dualmente durante el secado en vacfio y a baja temperatura.
Inicialmente la concentracién acuosa es muy elevada (70-
80%) y ello reduce en solucién la de los compuestos ini-
ciadores de procesos de pardeo, principalmente la de com-
puestos carbonflicos.

Por ello, este Yltimo ocurre hacia el final del pro-
ceso de secado, como consecuencia del aumento de concen-
tracidn de esos iniciadores en solucidn.

Otros procesos de secado que participan en la elimi-
nacién muy répida del agua, tampoco provocan pardeo, tal
es el caso del secado por "spray".

As{ mismo, la inmovilizacidén del agua libre por con-
gelacién permite preservar los coégulos sin pardeo. Igual-
mente, la liofilizacién, que primero inmoviliza el agua
libre y luego la elimina por sublimacién, sin pasar por

el estado liguido
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La inhibicién de procesos de pardeo en coégulos
proteicos con 70-80% de contenido acuoso fue satisfacto-
ria por enfriamiento a 8-10° en lapsos de hasta 15 dfas.
No obstante cabe destacar que ese lapso quedd limitado
por‘el desarrollo de hongos y no por pardeo. En cambio
el desarrollo de hongos no ocurrié en los ensayos por con-
gelacién en perfodos de hasta 20 dfas. Debe destacarse que
en los ensayos de preservacién por enfriamiento no se ob-
servé progreso de desnaturalizacién proteica (apreciada
visualmente por la separacién de fases 1fquidas), no as{
en algunos ensayos por congelacién, en los que ocurrié

separacién de estas dltimas.



PARTE 1III

PARTE EXPERIMENTAL
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COLOR DE AISLADOS PROTEICOS

1) - Obtencién de "aislados" proteicos blancos

Buena parte de la experimentacién de este trabajo
a ocurrido en base a "aislados" proteicos obtenidos por
floculacidn a pH isoeléctrico de extractivos alcalinos
de harinas de extraccidn de semillas oleaginosas., Un de-
talle completo de la obtencién de estos dltimos, de la de-
terminacién de pH isoeléctrico y de la purificacién de los
codgulos 1ogradoé por centrifugacidén han sido expuestos
por Bertoni y Gattanso48. Tan solo se describe agqui 1la
purificacién de los codgulos. Ello se logré por suspensién
de éstos en agua ajustada a pH isoeléctrico (relacién pro-
teina :agua, 1/22), seguido por centrifugacién y repeticidn
de este tratamiento. En el caso de "aislado" de semilla de
lino se obtuvieron asi codgulos de color blanco cremoso
con fuerte retencidén acﬁosa. Por tres veces consecutivas
y a temperatura ambiente los codgulos anteriores se dis-
gregaron en etanol de 96% (relacién proteina seca: etanol,
1:22) centrifugando despuds de cada afiadido (2800 rpm, 15
min.) y'reuniendo los lfquidos alcohdlicos (el primer ex-
tfacto fue nftidamente amarillo y el tercero incoloro).
Las proteinaa-asi purificadas se presentaron como una masa
amorfa consistente, de color blanco cremoso. Por secado en
capa deigada a 45° en vacio (5 Torr) se presentaron bajo
forma de polvo blanco,-homogﬁnéo, inodoro e insfpido. Este
procedimiento de purificacién ha conducido en todos los
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casos a productos de las caracteristicas sefialadas, excep-
cién hecha de las protefnas de harinas de semilla de girasol
(color verde claro, por presencia de 4dcidos clorogénicos

en las harinas de partida).

2) - Ensayos de pardeamiento de un "aislado" proteico
blanco de semilla de lino

En la Discusién se han resefiado distintos probables
procesos de pardeo sefialando los posibles componentes inicia-

dores de los mismos. Con carédcter previo se llevaron a cabo

las siguientes experiencias :

a) - Experiencia N°1 (posible generacidén de compuestos
carbonflicos por oxidacidn de ésteres met{licos de é4ci-
dos grasos de semilla de lino ). 0,5 g de "“aislado"
blanco obtenido segin 1) se afiadiéd de 0,01 g de éste-
res metflicos de dcidos grasos totales de aceite de
semille de lino cubriendo con 50 ml de etanol 96 %.

En rota-vapor se mantuvo por 2 horas con agitacidén a

60 - 70° y finalmente se llevd a seco @& esa temperatu-

ra y en vacfo. Se obtuvo un residuo en forma de polvo

blanco similar al producto de partida.

b) - Experiencia N°2 (similar a la Experiencia N°1 pero

incluyendo el agregado de agua ). 0,5 g del mismo "ais-
lado" blanco se afiadié de 50 ml de agua y de 0,01lg
de ésteres metflicos de Acidos totales de aceite de
lino disueltos en 2 ml de etanol 96 %. Se mantuvo en




c) -

d) -

e) -
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rota-vapor a 60-70° por 2 horas con agitacién y fi-
nalmente se 1levé a seco en vacfio a esa temperatura.
Se obtuvieron escamas traslicidas y ligeramente ama-

rillas adheridas a la pared del baldén.

Experiencia N°3 (posible influencia, v{ia autoxida-
cién de 1fpidos polares). 4 g del "aislado" blanco
anterior se afiadid de 100 ml de agua destilada (pH
4,15; 20°), calentando por 2 horas a 60-70° por agi-
tacién en rota-vapor. La viscosidad aumentd notoria-

mente agregando entonces 0,04g de lipidos extrafdos
por 013CH (cuya composicién acfdica habia sido deter-
minada por CGL) a partir de harina de semilla de lino
previamente agotada por hexano. Se mantuvo por una
hora en rota-vapor a 60-70° con agitacién llevando
finalmente a seco en vac{o a esa temperatura. Se ob-
tuvieron escamas oscuras adheridas al baldén. Este ma-
terial se llevd a peso constante a 45°, 5 Torr en es-
tufa de vacfo, obteniendo aproximadamente 3,60 g de
un producto oscuro que se destiné a determinaciones

de N total y lisina disponible.

Experiencia N°4 Repeticidn de la experiencia N°3.

Sobre el producto final reducido a un polvo en mor-

tero se extrajeron lfpidos gque se examinaron por CGL.

Experiencia N°5 (posible intervencidén en los proce-

808 de pardeo de los lipidos residuales en el "aisla-
do purificado). 4,00g de "aislado" blanco anterior se

suspendié en 100 ml de agua y mantuvo & 50° con agita-
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cién en rota-vapor durante una hora. Se eliminc el
agua en vacio parcial a 50-60° y llevé a peso cons-—
tante en estufa de vacfo a 459, Se obtuvo alrededor
de 3,7g de escamas que una vez molidas en mortero,
se presentaron como un polvo de color pardo claro
que se reservéd para la determinacidén de N total y
lisina disponible.

3) - Investigacidén de Compuestos Carbonflicos

3-1) Agotamiento de harina de semilla de lino por distin-

tos solventes polares

Se partié de harina de semilla de lino (var. Tezanos
Pintos) agotada por hexano técnico. 30g de la miema se ago-
té con éter etflico (Soxhlet) obteniendo 0,4922 g de 1lipi-
dos (llevados  a peso constante a 100°, 5 Torr) que repre-
sentaron 1,64% sobre harina tal cual (1,88% sobre harina
seca).

En operacidn separada 35g¢ de harina agotada por hexa-
no se afiadieron de 320 ml de mezcla ClSCH:CHBOH:HZO = 1,3z
2,6:1,0 v/v (Lyons-Lippert) agitando periodicamente duran-
te 24 horas a temperatura ambiente. Se filtré (trompa) y el
insoluble se lavéd con 30 ml de 1la mezcla anterior. Los fil-
trados reunidos se afiadieron de 85 ml de agua, agitd y dejé
decantar por 24 horas. La capa inferior (ClBGH) se lavé con
solucién acuosa dilufda de SO4N32, filtréd y recuperd el sol-
vente en rota-vapor. El residuo, tomado por éter etflico
(totalmente soluble) se llevé a peso constante (100°, 5 Torr)
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obteniendo 0,5513 g de 1i{pidos (1,58% sobre harina tal cual;
1,96 % sobre harina seca).

Ambas fracciones lipfdicas fueron analizadas en sus
caracteristicas y composiciones acfdicas con los resulta-
dos que figuran en la Tablas 2 y 3, comentadas en la Dis-
cusidn. Fue evidente el mayor contenido acuoso de la hari-
na resultante del agotamiento con mezcla poler ternaria
(19,36% frente a 12,93 para la harina agotada por éter etf-
lico).

3-2) Apotamiento (escala macro) de harina de semilla de
lino por mezcla Cl,CH:CHKOH:Hzg (Lyons-Lippert)
) 4

Operando sobre una nueva partida de semilla de lino
de la misma variedad, se procedid a la molienda de 200g
de la misma y a su agotamiento en frfo con hexano técni-
co conteniendo 0,02g del antioxidante primario BHT (diter-
butilhidroxitolueno). A este fin 1la semilla molida se cubrié
con 500 ml de solvente y agitéd periodicamente durante 2 ho-
ras, centrifugd y lavé el insoluble con 100 ml de hexano.
Esta operacidn de extraccién y lavado se repitidé 6 veces
més (el dltimo extracto era practicamente incoloro). De
los extractos reunidos se recuperd el hexano por destila-
cién y obtuvo el aceite crudo de extraccién eliminando los
dltimos restos de solvente por arrastre con vapor de agua,
tomando el aceite por éter etilico, lavando la solucidén en
ampolla con agua, deshidratando con SO4Na2, recuperando el
solvente por destilacidn y llevando a peso constante a 100°,
5 Torr ( se obtuvieron 73,42 g de aceite crudo ; 36,71% so-
bre semilla tal cual).
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La harina resultante del agotamiento por hexano ("V100g)

se suspendid en la solucidn ternaria CﬁSOH’CI3°H’H2° (20:
10:7,6 v/v) (CH30H 486 ml ; 0130H 243 ml ;H,0 186 ml ; to-
tal 915 ml) conteniendo BHT, se agité periodicamente y a
las 24 horas se centrifugé (20 minutos, 2800 rpm). E1l in-
soluble se lavd con 200 ml de la mezcla solvente citada,
centrifugd y repitié el proceso de extraccidn con otros
915 ml de la mezcla ternaria. En total se realizaron 4 ex-
tracciones reuniendo todos los extractos lfquidos que se
adicionaron de 1120 ml de agua. Ello provocd la separacidn
de una capa inferior (013CH) que se decantéd nitidamente
por centrifugacidn, deshidratd con 504Na2 filtré y con-
centré en rota-vapor (vacfo parcial) obteniendo 3,4569 g
de un residuo lipfdico (llevando 2 peso constante 100°, 5
Torr) que representé 1,73% sobre semilla tal cual 6 2,73%
sobre harina agotada por hexano. ,

En la experiencia comentada se separé por centrifu-
gacién la capa clorofédrmica (inferior) de una capa CH3OH:
320 (superior). Esta #ltima se concentré en rota-vapor en
vacfo parcial con temperatura final de 70°. Se obtuvo un
residuo smarillo pardo aparentemente amorfo que secado en
vacfo a no més de 50° hasta peso constante comsistid de
10,728 g (5,36% sobre semilla molida original). Este pro-

ducto se reservéd para su anélisis ulterior.

3=3) Lipidos residuales en harina de semilla de lino

agotada por hexano y por mezcla Lyons-Lippert

En la Discusidén se ha hecho mencidn de 1a existencia
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de l1fpidos en harinas agotadas por solventes polares y
no polares. 5,0637 g de la harina agotada por hexano y
por mezcla ternaria se hirvié a reflujo una hora con 50 ml
de solucidn de KOH al 6% en etanol 96%. Enfrid, acidificd
con SO,H, (1:1 v/v, placa de toque) y centrifugd por 20
minutos a 2800 rpm, lavando por centrifugacidn 2 veces con
15 ml de etanol por vez. Los lfquidos alcohbélicos reuni-
dos adicionados de 60 ml de agua se extrajeron en ampolla
3 veces con 60 ml por vez de hexano, previamente pasado
por el insoluble. Los extractos en hexano reunidos se la-
varon con agua, filtraron y llevaron a seco aﬂ rota-vapor.
El residuo se tomd por 30 ml de mezcla etanol:agua (2:1
v/v), alcalinizé con solucidn alcohbélica de KOH (fenolf-
talefna) y extrajo el material insaponificable con éter
et{lico. De los 1fquidos hidroalcohdlicos se aislaron los
dcidos grasos libres de insaponificable previa acidifi-
cacidn con é&cido SO4H2 dilufdo (heliantina) por extracecidn
con éter et{lico. Se obtuvieron (luego de llevar a peso cons-
tante, 1002,5 Torr) 0,0091 g de inszponificable (0,18% so-
re harina agotada, 41,93% sobre lipidos residuales to-
tales) y 0,0126 g de 4cidos grasos (0,249% sobre harina
agotada, 58,07% sobre lipidos residuales totales). E1 to-
tal de lipidos residuales as{ obtenidos fue 0,429 g (0,43%
sobre harina agotada). )

El total de 4cidos grasos recuperados (00,0126 g) se
transformd en ésteres metflicos por esterificacidn con

5 ml de CHJOH anhidro conteniendo 1,5% en peso de &4cido
SO4H2 como catalizador de esterificacidn (reflujo 2 horas)}ob
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y los ésteres se reservaron para el estudio de su compo-
sicidén acfdica.

Tanto sobre el aceite seminal (hexano) como sobre
los 1ipidos aislados por la mezcla ternaria 013CH:CH30H=H20
se practicaron determinaciones analiticas que figuran en
la Tabla 4 y en la que se incluyen algunos valores para es-
tos dltimos lf{pidos y para los lipidos residuales (aisla-
dos por saponificaciédn drédstica) calculados en base a las
composiciones acfdicas CGL respectivas. As{ mismo la Tabla 5
resume los valores de estas Ultimas, encontradas por CGL
de los ésteres metflicos de los 4cidos totales respectivos}os
Las composiciones ac{dicas que se mencionan en este traba-
jo se determinaron usando un equipo Perkin-Elmer "Vapor -
Practometer", Mod. 154, equipado con detector de ioniza-
cién de llama, columnza de 3 metros de largo y 4,5 mm de
difmetro interno, con material de relleno formado por Chro-
mosorb G-HP (60 - 80) y adipato de etilenglicolpolimero
(14% sobre relleno total), temperatura 1949, nitrégeno co-
mo fase mévil y con inyecciones de 2 a 4 /RJ. de solucién

de &steres al 5% en éter etflico. Las composiciones se ha-

llaron por triangulacién.

3-4) Fraccionamiento en cupz delgads de lipidos aislados

por mezcla ternaria ClBCH:CH3OH:H29

Los distintos componentes lipfdicos que se pudieron

identificar lo fueron sobre placas. de vidrio recubiertas
con una suspensidn de sflica gel en agua (1:2 p/v) exten-

dida en un equipo Desaga. El espesor de capa fue de 252/1
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para la escala analitica; las placas se dejaron secar al
aire 24 horas y luego se activaron a 110° por una hora,
preservédndoselas en desecador hasta lograr que llegaran

a temperatura ambiente. Como solvente de saturacidén y de-
sarrollo se utilizd:ClSCH:CHBOH:H2gOé65:25:4 v/v) de acuer-
do a lo seiialado por Wagner y col. La preparacidén de

las placas as{ como otras operaciones de tipo general res-
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pondieron a lo aconsejado por Stahl . La siembra se lle-

vé a cabo con jeringa Hamilton de 5%/& 1 de solucidén de 11-
pidos aproximadamente al 0,1% en mezcla CIBCH:CHBOH (2:1
v/v ). Como testigos se sembraron ?/&1 de soluciones apro-
ximademente al 0,1% en ese solvente, de lecitina, esfingo-
mielina, lisolecitina y aceite de girasol (lipidos neutros).
La muestra se corrid por triplicado y el sector correspon-
diente al corrimiento se reveld independientemente cubrien-
do el resto de la placa con un vidrio.

Las soluciones de revelado fueron :

a) - Reactivo para fosfolipidos segin Dittmer y Lister108

Solucién 1 : a un litro de SO4H2 25N se agregd 40,1lg

y la mezcla se calentd a ebullicidn hasta di-

de MoO3
solucidén del déxido.
Solucién 2 : a 500 ml de la Solucidn 1 se agregd

1,78 £ de Mo en polvo y se calenté a ebullicién du-
rente 15 minutos. La solucidn fria fue filtrada.
Solucidn de revelado : a una mezcla de volimenes i-

guales de Solucidn 1 y 2 se agregd 2 volumenes de agua.

Las manchas reveladas desarrollaron color azul en frio.
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da) -

e) -
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Reactivo de Dragendorff (para fosfolipidos contenien-

do colina)
Solucién 1 : se disolvieron 0,85 g de nitrato bésico

de bismuto en una mezcla de 10 ml de 4cido acético

glacial y 40 ml de agua.
Solucidn 2 : se disolvieron 0,85g de IK en 20 ml de

agua.
Solucién de revelado : se mezclaron 5 ml de Solucién 1,

5 ml de Solucién 2 y 20 ml de 4cido acético glacial
y se completd con agua hasta 100 ml.

-

El color caracteristico de las manchas fue anaranjado.

Vapores de yodo - exposicién de la placa revelada a
vepores de yodo que permiten vizualizar los lipidos
neutros como manchas pardas . Es un reactivo de re-

velado totalmente inespecifico.

Reactivo para aminofosfAtidos : ninhidrina al 0,2%

en etanol. Luego de pulverizado y por calentamiento
del sector de la placa con aire caliente las manchas
correspondientes desarrollan color rojo violéceo.

Visualiza los fosfolipidos que contiene grupos -KHZ.

Reactivo para azicares

Anisaldehfdo - Acido 504§2 : 1 ml de SO4H2 concen—

trado se agregd a una solucidén de 0,5 ml de anisal-
dehfdo en 50 ml de Acido acético (recientemente pre-
parada).

Pratamiento : después de lez aplicacién se calienta

a 100-105° hasta mAximo desarrollo de color.
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< Naftol - 304§2 : se hizo una mezcla de 10,5 ml de

solucién etanélica de naftol al 15%, 6,5 ml de
30432 concentrado, 40,5 ml de etanol y 4 ml de agua.
Tratamiento : después de la aplicacién se calenté

3 a 6 minutos a 100°,

En escala analftica la mancha reveladsz més prdéxima
a los puntos de siembra correspondié a lisocolinafosfo-
lipidos (igual corrimiento que un patrén de lisolecitina)
seguido de un componente fosfolf{pido con igual corrimien-
to que un patrén de colinafosfolipido (lecitina), un fos-
folipido Dragendorff positivo con idéntico corrimiento
de un patrdn de esfingomielina, etenolaminafosfolipidos
y lipidos neutros ( los dos Ultimos con corrimientos si-
milares a etanolaminafosfolfpidosde lecitina comercial y
de aceite de girasol, respectivamente).

Las separaciones en escala analftica mostraron has-
ta 6 componentes con valores de Rf muy préximos (diffcil
resolucién) entre las manchas correspondientes.a etanol-
aminafosfolfpidos y lipidos neutros. Dos de ellas dieron
reacciones positivas o dudosas con reveladores para compo-
nentes conteniendo azdcares, una de tono violé4ceo con reac-
tivo de «-naftol y 1ila con el de anisaldehfdo; la otra
violeta con este dYltimo reactivo y negativo con el de
o - naftol.

A los fines del estudio de las composiciones acf{di-
cas de algunos componentes separables en sflica gel G

(escala prepafativa) se corrieron sobre placas recubiertas
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con espesor de 509}6 40-60 mg de los lipidos extrafdos
por la megcla ternaria de solventes disueltos en la mi-
nima cantidad de GIBCH:CHBOH (2:1 v/v) en bandas de 15 cm
de largo con microjeringa de BQA> 1 con dosificador.
Lateralmente se sembraron franjas de aproximadamente 1 cm
que fueron reveladas en forma independiente, cubriendo

el resto de la placa con un vidrio. Una de las bandas la-
terales fue revelada con reactivos para fosfolipidos,
otra con ninhidrina 0,2% en etanol y posterior calenta-
miento parcial sélo en la zona, con aire caliente. El
sector central de la placa se pulverizéd con solucién

109

0,2% de 2-7 diclorofluoresceina en etanol y se obser-

vé al UV a 254 nm. Segn las coloraciones caracteristi-
cas y lae posiciones relativas en los cromatogramas,se
ubicaron bandas correspondientes a lIipidos neutros, eta-
nolaminafosfolipidos, colinafosfolipidos y dos probables
glicolipidos. Habiéndose corrido dos placas en la forma
descripta se reunieron los raspados de los lipidos men-
cionados, procedentes de la parte central de cada placa,
delimitada por el revelado con 2-7 diclorofluoresceina,
reactivo no destructivo, indicado para un anélisis pos-
terior de composicién acfdica por CGL de los lipidos ad-
sorbidos. Los raspados se preservaron para su posterior
estudio en atmésfera de N2 a =159 y en la oscuridad has-
ta el momento de sus eluciones. Estas precauciones se re-
forzaron manteniendo hasta ese momento los lipidos adsor-
bidos sobre la sflica gel en razén de lo aconsejado por

Slawson y Meadlla, en el sentido de que el sistema silica
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gel - adsorbidoyes de mayor estsbilidad frente & proce-

s0s de deterioro oxidativo.

3-5) Composiciones acfdicas de lipidos neutros (LN) -
etanolaminafosfolfpidos (EFL) y colinafosfol{-
pidos (CFL)

Los raspados respectivos fueron elufdos con mezcla
éter etf{lico - Cl3
(rota-vapor, vacio), que se saponificaron por reflujo
durante 30 minutos con 5 ml de solucién de KOH al 4% en

CH (1:1 v/v) recuperando los lipidos

etanol libre de aldehfdos. En-los casos de 1lipidos neu-
tros, etanolamina y colinafosfolfpidos se hicieron extrac-
ciones de presuntos insaponificables con éter de pétrdleo
( de existir plasmaldgenos o lipidos aldehidogénicos no
fosforados, la saponificacién engendrarfa insaponifica-
bles constitufdos por glicerina eterificada en uno de
sus hidroxilos con alcoholes«L—(?insaturados). Estos in-
saponificables se reservaron para su posterior transfor-
macidn en dimetilacetales a examinar por CGL. De los 1li-
quidos alcalinos conteniendo los jabones libres de insa-
ponificables se aislaron los 4cidos totales por extrac-
cién con éter etilico previa aciditicacién a pH 4 (he-
liantina). Los &4cidos se esterificaron con CH3OH —SO4H;'O5
y los ésteres obtenidos se examinaron en sus cowmposicio=
nes acfdicas por CGL con los resultados que figuran en
la Tabla 6. Este incluye las composiciones ac{dicas de

los 1f{pidos presuntivamente glicolipidos (GL) (1) y (2)
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y de lisocolinafosfolfpidos (LCFL) para los cuales no se
operd la separacidn de insaponificable luego de las sapo-
nificaciones respectivas. Las Figuras 5 , 6 , 7,8 , Q¥
10 corresponden a los cromatogramas de LN , CFL , EFL ,
LCFL y GL, de los cuales solo los de LN , CFL y EFL res-
ponden a verdaderos ésteres metflicos, mientras que en los
restantes puede haber interferencia por la presencia de
presuntos dimetilacetales (en muy bajas concentraciones)
en los ésteres metilicos.

Los inseponificables procedentes de la saponifica-
cién de las fracciones LN, CFL y EFL se hirvieron a re-
flujo con 10 ml1 de CH30H anhidro conteniendo l,gg:en pe-
so de SO H, concentrado (transformacién de los ?tefdxi-
dos en dimetilacetales). Después de enfriar los:tfquidos
se vertieron sobre 50 ml de solucidn de 003K2 a%ﬁgﬁ extra-
yendo los dimetilacetales por éter et{lico (este’proceso
persiguid evitar la presencia simulténea de dimqﬁ;lace-
tales y agua en medio 4cido, que hebria provocaébbla des-
composicién de los dimetilacetales con la formaéidn de los
aldehfdos respectivos). Por evaporacidén del éter se aisla-
ron los dimetilacetales que se examinaron por CGL regis-
trando los componentes con tiempos de retencidn que se
mencionaron en la Discusidén de la Parte Experimental.

Dado el ndmero de componentes, parte de los remanentes

de estos dimetilacetales se reunieron e hidrogenaron (ci-
clohexano, Pd 10% /c)111
de dimetilacetales saturados (ver Discusidn de la Parte

, examinando por CGL esa mezcla

Experimental).
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Las Figuras 11,12,13 y 14 se refieren a los croma-
togramas de los dimetilacetales obtenidos a partir de los
elufdos de LN , CFL, EFL y de los remanentes de éstos

reunidos e hidrogenados.

3-6) Confirmacién de la presencia de plasmalégenos

Operando sobre lipidos totales extrafdos por mez-

cla ternaria de CH3OH:CJ.3

das de las separaciones de estos lfpidos en capa delgada
preparativa se investigaron plasralégenos siguiendo las
indicaciones de Klenky Debuch64. Se dispuso ademés de he-

xanal y decanal y de los respectivos dimetilacétales pre-

CH:H,0 ¥y sobre fracciones eluf-

"o v .

parados exprofeso (ebullicién por reflujo con dﬁ;§H-804H2
y aislamiento posterior por extraccidén con dter dé petro-
leo previa neutralizacidn de la acidez con soluéidn de

sanced
-

CO3K2) . o.:.u

Preparacién del reactivo : Fucsina - 4cido So3é§p

1 g de clorhidrato de pararosanilina (Fucsina bésica) se
disolvié en aproximadamente 700 ml de agua a la cual se
habia agregado 50 ml de C1lH 2N y 5,0 g de SO3HNa puro y
seco. Se llevd a volumen con agua destilada y estaciond
agitando ocasionalmente hasta decoloracién total. Se man-
tuvo en frasco de muy buen cierre para evitar pérdidas de
502.

Ademés se dispuso de dcido acético glacial p.a. y de n-
hexanol, ambos previamente ensayados comprobando que da-

ban reaccidn totalmente negativa.
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Ensayos_previos

7 mg de hexanal se disolvieron en 10 ml de 4cido
acético. A 0,2 ml de esta solucién se agregd 0,2 ml de
ClH 2N y calentd en bafio de agua por 10 minutos a 559,
Después de enfriar el tubo en agua & temperatura ambiente
se agregaron 0,22 ml de solucidn acuvose de NaOH 2 N mez-
clando muy bien antes de agregar 2,0 ml de reactivo
Fucsina - 502. La reaccidn resultd netamente positiva.
(0,014 mg de hexanal en el ensayo). Un ensayo idéntico
sobre 0,2 ml de solucién de decanal en dcido acético
glacial (0,09 mg de decanal) fue también netamente posi-
tive (tono més violdceo que con hexanal).

Una reaccidén practicada sobre 0,2 ml de dimetilace-
tal (0,09 mg de dimetilacetal) sin zgregado de &cido C1H
2N condujo a reaccidén positiva neta en un lapso de 20
minutos ( la liberacidn de decanel a partir de su di-
metilacetal ocurrid por accidn de la acidez provista por
el 502
reaccidn fue netamente positiva en forma inmediata .

del reactivo). Bn presencia de 4cido CIH 2N la

Ensayos sobre lipidos extrafdos por 1la mezcla ternaria

013CH GHBOH HZO

Suponiendo que la concentracién en plasmaldgenos
de estos lfipidos serfa muy baja se practicéd una reaccidén
sobre 0,5 mg de los mismos disueltos en 0,2 ml de &dcido
acético. Se procedid tal cual he sido indicado por agre-
gado de 0,2 ml de ClH 2 N, calentando por 10 minutos a

55° etc., obteniendo reaccidn aparentemente negativa.




114

Por agregado de 1 ml de hexanol (de reaccidn negativa
en un ensayo en blanco) seguida de agitacién y decanta-
cién por reposo, se observd coloracién ligeramente ro-

da en la capa de n-hexanol (ensayo positivo).

Ensayos sobre dimetilacetales de CFL + EFL + LN

Los remanentes de estos supuestos dimetilaceta-
les que se habfan examinado por CGL se reunieron obte-
niendo alrededor de 2-3 mg de mezcla que se disolvid en
1 ml de 4cido acético glacial (practicando reacciones
sobre 0,2 ml de la solucidén asf{ obtenida se obtuvo ensa-
yo positivo). Igualmente y operando sobre una solucidn
en &cido acético del remanente del exémen CGL de estos
dimetilacetales hidrogenados, también se obtuvo ensayo
positivo. Como conclusidn surgidé que esta fraccidn de
1{pidos fundamentalmente polares, extrafdos de una hari-
na de semilla de lino (previanente agotada por hexano)
por mezcla 0130H=CH30H=H20, contiene lipidos aldehidogé-

nicos.

3-7) Determinacidén de azlcares extrafdos por mezcla

ClL.CH:CH_OH:
£l, CHJOH Hzg

En la extraccién de 1lf{pidos polares con mezcla ter-

naria segin Lyons- Lippert a partir de harina previamente
agotada por hexano técnico se obtuvo por dilucién con a-
gua un sistema bifésico en el que la capa.liquida supe-

rior (CH3OH + H20) se 1llevé a seco a temperatura no mayor
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de 70° (rota-vapor , vacfo). Se obtuvo un residuo aparen-
temente amorfo totalmente soluble en CH30H=H20 (144:50 v/v)
que se llevé avolimen de 500 ml en un matraz aforado con
dicha mezcla de solventes. Por evaporacién de una alfcuo-
ta de 25 ml se obtuvieron 0,5364 g de un residue¢ pardo por
calentamiento a peso constante en vacfo y a no més de 50°
( 5,36% sobre semilla). En total se dispuso de 10,7280 g
de este material que se destind a su andlisis ( determi-
naciones de N total y azicares reductores e invertiblesL

con los siguientes resultados :

N total (Kjeldahl) : 0,098% sobre semilla ( 0,61%
cowo proteina "bruta“)
112
: 0,15% sobre se-

milla(como glucosa)

Azdcares reductores (Bertrand)
. ‘ 112
Azdcares invertibles (Bertrand) : 2,05% sobre se-

milla (como sa-

carosa)

3-8) 1Investigacidn de azdcares y polisacédridos en harina

de lino

Anélisis cuantitativo en hidratos de carbono

Azdcares reductores : Aproximadarente 30 g de harina se pe-

saron en un erlenmeyer, neutralizando por agregado de lg
de 003Ca : se agregaron 125 ml de etanol 50% (v/v) y se
mantuvo en bafio de ague (1 hora a 83-87°) empleando un

pequefio embudo en el cuello del erlenmeyer como condensador.
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Una vez frio se estaciond por una noche, diluyé a 250 ml
con etanol 95% (neutralizado a la fenolftalefna), centri-
fugd 15 minutos a 2800 rpm, lavé por 2 veces el residuo
con 50 ml de etanol neutro y reunid los lfguidos de lavado
al sobrenadante original. E1 1fguido se concentré en ro-
ta~vapor (45°% vacfo parcial) hasta un volimen de aproxima-
damente 30 ml (eliminacién del etanol) y se agregd 50 ml
de agua. Se transfirié a un tubo de centrifuga en donde

se procedid a la defecacidén por agregado de solucidn de
acetato neutro de Pb (c.a. 2 ml) y agitéd por 15 minutos
observando la formacién de un precipitado floculento.

El exceso de Pb se elimind por agregado de solucidn satu-
rada de oxalato de K seguida por centrifugacidn (20 =25
minutos a 2500 rpm). Finalmente se 1llevd a volumen en matraz
aforado (250 ml) (A.0.A.C. Official Method 22.043, 1965)
(modificado).

Los azldcares reductores se determinaron volumétricamente
por el método de Bertrandll2 a partir de una alicuota de

100 ml ( 0,21% sobre harina, como glucosa).

Azdcares invertibles:! (A.0.A.C. Official Method 29.026,

1965)
A una alicuota de 10 ml de la solucidn obtenida pa-

ra la determinacién de azicares reductores, se agregd
1,25 ml ClH 8 = 1,10 y calenté en bafio de agua hirviendo
durante 20 minutos. Se neutralizd la solucidén con NaOH
10% (tornasol). Los azdcares invertibles se determinaron

por el método de Bertrand112 (3,52% sobre harina, como

sacarosa).
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Hidratos de Carbono Sacarificablesll3: Se partié de apro-

ximadamente 10 g de harina (neutralizando con 1 g de
003Ca), suspendié en 125 ml de etanol 50% y mantuvo en
bafio de agua 1 hora; luego se decantd el liguido, se la-
vé el residuo con etanol neutro y se secé en estufa de
vacfo a 509, E1 residuo seco se tratd con 671 ml de agua
méds 67,1 ml de 4cido ClH <S=1,125 y calentd a reflujo por
2 horas. Luego se filtrd y se llevd a volUmen final de
1000 ml. A partir de esta solucidén se tomé una alfcuota
de 25 ml determinando los hidratos de carbono sacarifica-
bles por el método citado enteriormente (20,72% sobre ha-

rina, como almiddn).

Identificacién de Hidratos de Carbono

Se operd sobre las soluciones preparadas para las
determinaciones de azdcares reductores y de azicares in-
vertibles y directamente sobre el residuo remanente de
la extraccidn etandlica de azldcares se realizd la saca-
rificacién (C1H § = 1,125) para obtener la solucidn de
los hidrolizados de los hidratos de carbono sacarifica-
bles. En todos los casos se procedid a la purificacidn
de las soluciones para su posterior anélisis cromatogré-

fico.
Purificacidn : una vez obtenidas las soluciones problema

se las concentrd en rotavapor (45°, vacfio parcial) hasta
unos 20 ml. Cada solucidn se paséd por columnas de inter-
cambio idnico (para eliminar interferencias debidas a las

sales). Las resinas utilizadas fueron : De Acidite FF
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aniénica 'y Amberlite IR-120 catidnica previamente acti-
vadas. Se sembré la columna con la muestra problema y se
eluyé con agua destilada, recogiéndose los primeros 500
ml (goteo lento); las columnas se lavaron con 2-3 litros
de agua destilada para eliminar los azdcares retenidos
mecanicamente por las resinas. Los primeros 500 ml re-
cogidos se evaporaron en rota-vapor (40°, vacio parcial)
con pequeifios agregados de etanol para ayudar la evapo-
racidn hasta sequedad. E1l residuo se tomé con etanol

para la siembra cromatogréfica.

Identificacidén cromatogrédfica de hidratos de carbono

Se prepararon placas de 20 x 20 cm con aplicador
Desaga 259/k de espesor, segin la técnica de Lewis y

smith?%7.

Se sembraron 2-3 gotas de patrones ( 10 mg/ml)
cada 2 cm con capilar de vidrio y para las muestras
las siembras varisron entre 3-16 gotas segin la con-
centracién de azicares presentes.

Para la identificacidn de glucosa, galactosa,
xilosa, arabinosa y maltosa se prepararon placas del
espesor indicado con 20g de Kielserghur G con 40 ml de
buffer fosfato de pH 5,0 (para 5 placas), dejéndolas se-
car al aire durante una noche. E1l solvente de desarrollo
fue : n-butanol + acetona + buffer fosfato de pH 5,0
(40:50:10 v/v) y se reveld con &cido ftédlico + anilina}14

obtenfendose color rojo ciruela para las pentosas y marrén

para las hexosas.



119

Para la identificacidén de sacarosa, las muestras
se sembraron en placas de sflica gel G (30 g de sflica
gel en 60 ml de solucién de acetato de sodio 0,02 M pa-
ra 5 placas). Estas placas se activaron por 30 minutos
a 110° antes de su uso. E1 solvente de desarrollo fue:
acetona + cloroformo + agua + metanol (75:10:5:10 v/v)
Yy el revelador anilina + difenilamina + PO4H3115'116'117
dando sacarosa una mancha caracteristica de color gris.
La fructosa se identificé en cromatografia en
papel descendente, usando la misma concentracidén de siem-
bra que en la placa tanto para el patrén como para las
distintas muestras, Se corrid durante 20 horas en forma
descendente, con una mezcla de butanol + etanol + agua
(10:4:4 v/v)llB
resorcina + butanol 4+ ClH 0,25N (reactivo de grupo ceto),

dando la fructosa una mancha rosada. Los resultados de

y el papel, una vez seco se reveld con

este andlisis cualitativo fueron considerados en la Dis-
cusidn.

Con técnicas similares se procedid a la identi-
ficacién de presuntos azidcares reductores e invertibles
presentes en la capa CH30H=H20 resultante de la dilucién
del extracto en la mezcla ternaria CI3CH:CH30H:H20 ope-
rado para la extraccién de lipidos polares. Como ha si-
do expuesto en la Discusién de la Parte Experimental no
pudo reconocerse ningin azdcar reductor y solamente sa-
carosa entre los invertibles. Este comportamiento ha si-

do comentado en la Discusidén mencionada.
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4) - "Aislado” proteico de semilla de lino agotada

por hexano y por mezcla Cl.CH:CH,OH:H O
- - -

Segin se ha expuesto en la Discusidn, la harina

resultante del agotamiento por hexano y por mezcla ter-
naria 013CH=GH30H=H20 ( ambos conteniendo BHT como anti-
oxidante) se suspendid en 300 ml de CH3OH anhidro, cen-
trifugd y repitié el tratamiento por 2 veces més emplean-
do 200 ml de CH3OH por vez, La harina resultante se ca-
lenté en estufa de vacfo a 50° hasta consistencia pul-
verulenta (28,8% de pérdida de peso a 100°) prosiguiendo
entoces el calentamiento en vacfo a 50° hasta observar
pérdida de peso a 100° y en vacfo de 10,4%. Se obtuvo un
total de 96 g de harina que contenfa 6,36% de cenizas
(500 =550°) y 6,90% de N total (Kjeldahl) referido a
sustancia seca, equivalente este dltimo a 43,13% de "pro-
tefna cruda".

Sobre esta harina se procedid a la obtencidn de
un “aislado" proteico. A tal fin 80 g se adicionaron de
1680 ml de agua destilada (relacidn 1:21) y agité por
una hora a temperatura ambiente manteniendo el valor de
pH entre 9 y 10 por agregado de NaOH 5N. Al cabo, se cen-
trifugé (30 minutos, 2800 rpm) obteniendo un residuo y
un lfquido decantade (lfquido I). El residuo se adiciond
de 400 ml de agua destilada (pH 9 -10) y centrifugd
(20 minutos, 2800 rpm), obteniendo un nuevo residuo in-
soluble y un lfquido decantado (liguido II). El residuo

se sometid a una nueva extraccidn con 915 ml de agua
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destilada ajustada a pH 9-10 con NaOH 5N. La extraccidén
se prolongé por agitacidn mecénica durante 45 minutos,
separando por centrifugacidn un residuo que se desechd
y un lfquido decantado (lfquido III). Los lfquidos decan-
tados I , II y III se reunieron y llevaron a pH 4,0 con
agitacién mecénica (pH isoeléctrico) después de lo cual
se separd el precipitado por centrifugacién (30 minutos,
2800 rpm). El1 precipitado se tratd 2 veces con agua des-
tilada ajustada a pH 4,0 operando por centrifugacidn para
obtener un insoluble final que se dividié en 2 partes
aproximadamente iguales en peso. Una de ellas se some-
tié a la purificacién por suspensidén en etanol (4 tra-
tamientos con etanol 6% en la relacién 1:22 y un lava-
do final con éter etflico). Despues de centrifugar el
precipitado se llevé a peso constznte en estufa de vacio
a 459, obteniendo un polvo fino blanco y muy adherente
(1,36 g de "aislado").

Le otra fraccién de coédgulo contenfa 97,7% de agua
y se mantuvo en desecador y finalmente llevd a peso cons-
tante en estufa de vacfo a 45°, obteniendo 1,23 g de un
producto de color pardo. Aproximadamente el total de "ais-
lado" seco a 45° fue de 2,64 g, cifra significativamente
baja si se la compara con la que se obtiene partiendo de
harina agotadas solamente por hexano (/W 22%)

Con el objeto de esclarecer si el bajo rendimien-

to en "aislado" seco a 45° se debfa a un bajo valor de
extraccién de N a pH 9-10 o a un bajo valor de insolu-

bilizacién a pH 4,0 se practicaron ensayos para determi-
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nar los valores de N extrafdo a pH 9-10 con distintos
valores de relaciones harina : agua. Operando sobre 5 g
de harina agotada por hexano y por mezcla ternaria y con
agua ajustada a pH 9-10 (cubriendo el &dmbito de relacio-
nes harina : agua 1321 a 1:60), se obtuvieron valores

de N extrafdo # N en harina que oscilaron entre 24,5 y
33,7 %. Estas cifras son sumamente bajas respecto de las
observadas sobre harina de lino éxtraida solamente por
hexano (/V 69%)

A fin de establecer si la ausencia de sustancias
en la harina agotada por hexano y por mezcla ternaria
modificaba la extraccidén de material nitrogenado, se
realizaron ensayos afladiendo a la harina as{ obtenida
los distintos productos extrafdos por la mezcla de sol-

ventes. Para ello se realizaron 3 ensayos :

Ensayo N°1 : A 5,06 g de harina agotada por hexano y por
mezcla ternaria 013CH:CH30H:H20 se agregd
0,1535 g de 1ipidos extraibles por la mez-
cla mencionada, disueltos en 013CH. Luego se
cubrié teda la harina con Clacﬁ y se agité
en rota-vapor por 30 minutos a 40 =429,
Finalmente se.destild el solvente a 40° en
vacfo. La extraccién de esta harina se rea-
1izd en la forma habitual (relacidén harina:
agua, 1:21) obteniéndose un valor de N extraf-

do % N en harina de 27,6.



Ensayo N°2 :

Ensayo N°3 :
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A 5,02 g de harina agotada por hexano y por
30H:H20, se agregd

25 ml correspondientes a la capa CH30H:H20
(corresponden a 0,48 g del extracto). Se agi-
td en rotavapor 30-45 minutos a 40°, destilan-

megcla ternaria CIBCH:CH

do el solvente a esa temperatura y en vacio.
La extraccién de esta harina se realizé en la
forma descripta anteriormente obteniéndose

un valor de N extrafdo # N en harina de 20,7.

A 5,06 g de harina agotada por hexano y por
mezcla ternaria 013CH:CH30H:H20 se afiadid

25 ml correspondientes & la capa CH3OH:H20
més 0,1496 g de lipidos polares disueltos en
013CH. Se agité 30 minutos a 45° en rota-vapor
y se destild el solvente en vacio a esa tempe-
ratura. La extraccién de este producto se rea-
1lizé en la forma habitual, logrando un valor

de N extrafdo % N en harina de 28,8.

Como se expone en la Discusidén de la Parte Experimental ,

estos valores sugieren un proceso de desnaturalizacién

causado por el tratamiento de la harina con la mezcla ter-

naria, puesto que el agregado de lipidos extraidos por la

mezcla de solventes y de la fraccidn CH30H:H20 no mejora

la extraccién de proteina.
Por dltimo y teniendo en cuenta que la precipita-

cién de los "aislados" se operéd a pH 4,0 (valor de pH
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isoeléctrico determinado para el caso de"aislados" a par-
tir de harinas agotadas solamente por hexano), se proce-
dié a la determinacién de N sobrenadante por acidifica-
cidn de extractivos logrados a pH 9-10 sobre harina ago-
tada por hexano y por mezcla ternaria (cubriendo el ran-
go de pH 4,8 - 3,0) ; sin observar un valor minimo (este

comportamiento ha sido comentado en la Discusidn).
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FUNCIONALIDAD DE AISLADOS PROTEICOS
DETERMINACIONES DE VALORES DE ISN

1) - Técnica de determinacidén

Todos los valores de Indice de solubilidad de nitré-
geno (ISN) se lograron por aplicacidén de la técnica del
AA0067, dejando constancia de haber ajustado en cada caso
el valor de pH al deseado. En resimen la técnica se des-
cribe as{ :

5 g de "aislado", previzmente temizado a través de una
malla 149 AST™ (equivalente a 100 mallas) se pesaron en un
vaso de 400 ml. Se midieron 200 ml de agua destilada (a 30°),
de los cuales 150 ml se agregaron en pequeilas porciones a
la vez dispersando el material con una varilla de vidrio
(utiligando la dltima porcidn para lavar esta dltima). Se
llevé al pH requerido en el ensayo con NaOH y agité 120
minutos a 120 rpm a 30° con un agitador de vidrio cuyo dié-
metro de paleta fue de 50 mm. E1 pH se controld hasta esta-
bilizacidn utilizando los 50 ml de agua restantes para en-
juagar el electrodo en cada determinacidén. Al cabo de las
2 horas se transfirid a un matraz aforado de 250 ml, lle-
vando a voldmen con agua destilada, se agregaron 1-2 gotas
de antiespumante ( =lcohol octilico) enrasd y homogenizd.
Se esperd unos minutos y decanté 40 ml en tubos de centri-
fuga de 50 ml, centrifugd 10 miutos a 1500 rpm y decantd el
sobrenadante a través de un embudo con lana de vidrio para

evitar el pasaje de sélidos. E1 filtrado se recogid en un
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vaso y se tomaron alfcuotas por triplicado para determinar
N (Kjeldahl). Con los valores obtenidos y teniendo en cuen-
ta el N total del material de partida se calcularon los va-
lores de ISN (% de N total solubilizado).

Otra modificacidn surgid en determinaciones con al-
gunos "aislados" (lino, cftricos) que en razdén de consis-
tir de asociaciones indisolubles proteina - polisacéridos
provocaban una elevada viscosidad del medio lfquido emplean-
do 5 g en las determinaciones. Ello 1llevd a efectuar las
evaluaciones con 1,5 6 2,5 g segin los casos. As{ mismo
y en los ensayos de evaluacién de ISN practicados sobre
coégulos recientes no sometidos a deshidratacién o en ague-
llos procedentes de ensayos de preservacidn por enfriamien-
to o congelacidén se operd sobre cantidades de coagilos que
contuviesen cantidades de materia seca préxima a 5,0 6 2,5
g,8egin los casos, Estos dltimos tipos de muestras requi-
rieron una correcta homogenizacién (previa a las pesadas)
tanto para las determinaciones de ISN como de contenido
en N total (Kjeldahl).

2) - Experiencias sobre "aislados" purificados por etanol

96° y secados_a 45° en vacio

Con la técnica descripta en 1) se practicaron deter-
minaciones de ISN sobre un "aislado" de semilla de lino
operando sobre 1,5 ; 2,5 y 5,0 g y cubriendo en rango de
pH 6,0-8,0. Asf mismo un estudio similar se realizdé sobre

un "aislado" de semilla de cédrtamo operando sobre 5 gy
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otro sobre "aislado" de mezcla de semillas de frutos c{-

tricos, operando sobre 2,5 g. Los resultados obtenidos
en estos ensayos figuran en las Tablas8, 9 y 10 y en las
Piguras 15 , 16, 17, 18 y 19.

Asf mismo (ver Tabla 11) y operando a pH 7,0 se
hicieron determinaciones de los valores de ISN para "aisla-
dos operando sobre 2,5 y 5,0 g (segin los casos) sobre ca-
sefna industrial y sobre"aislados" obtenidos por copreci-
pitacién de proteina de lino con 40% de casefna industrial,
al igual que sobre "aislados" de semilla de girasol, coco
paraguayo, de semi_lla de zapallo, de tomate, de mezcla de
semillas de frutos cf{tricos y de proteinas de pepas de ca-
rozos de damasco (procedentes de frutos sometidos o no a
calentamiento), sobre "aislados" de semilla de lino y de
mezclas de variedades de soja (estas dltimas por precipi-

tacién a pH isoeléctrico de extractivos logrados a pH 7,0
y 10,0).

3) - Experiencias sobre "aislados" no sometidos a deshi-

dratacién, conteniendo materiales lipfdicos

Operando sobre "aislados" obtenidos por precipita-
cién a pH isoeléctrico sometidos exclusivamente a suspen-
sién en agua ajustada a ese valor de pH seguida de centri-
fugacién, se lograron los valores de ISN que figuran en
la Tabla 12. Comprenden “"aislados" de semilla de zapallo,
tomate, cArtamo, girasol, de mezcla de semillas de frutos

cftricos y de mezcla de semillas de variedades de soja ;
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las cifras se refieren a valores de ISN a tiempo cero
(coédgulos recién obtenidos) o de los mismos preservados
por refrigeracién (8-10°) o por congelacién lenta (-15°)
en lapsos de hasta 21 df{as. En estos Ultimos casos los
vaislados" se sometieron a enfriamiento o congelacién den-
tro de frascos de vidrio de 23 mm de didmetro interno to-
talmente llenos y con cierre hermético (tapdn esmerilado

y perafina). Los resultados de todas estas experiencias
han sido expuestas y analizadas en la Discusién de la Par-

te Experimental.

4) - Valores de contenido en Lisina Disponible

Operando sobre harinas de extraccién de partida, re-
siduos agotados en los procesos de extraccidén alcalina
(previamente lavados por etanol y llevados a peso constan-
te a 45°, vacfo), sobre los "aislados" precipitados a valo-
res de pH isoeldctrico y purificados por lavado con agua
ajustada a ese pH, con etanol 96% y llevados a peso cons-
tante a 45° en vacfo y sobre las fracciones no dispersables
de las determinaciones de ISN sobre "aislados" purificados
y sobre "aislados" (cofgulos) preservados por refrigera-
cién o congelacidn, se determinaron los valores de lisina
disponible por estricta aplicacién de la técnica de Conker-
ton y Framptonllg. Los resultados obtenidos figuran en la

Tabla 13 comentada en la Discusién de la Parte Experimen-

tal.
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AISLADOS PROTEICOS DE SEMILLA DE SOJA

Como se expuso en la Discusidén, se dispuso de par-
tidas de semilla de soja (var. "Cerrillos W 65", “"Halesoy
71" y “Clark 63") correspondientes a la cosecha 1975/76,
de la localidad Los Cerrillos, provincia de Salta. Esas
pertidas se destinarfan a la obtencidn y estudio de "ais-
lados" segin el método tradicional de dispersidn alcalina.

1) - Aceites crudos de extraccidén

Obligadamente se debieron obtener harinas de extrac-
cidn (agotamiento por hexano técnico en Soxhlet, previa
molienda). De los extractos en hexano por recuperacién del
solvente (destilacién) en bafio de agua hirviente y arras-
tre con vapor de agua, disolucidén en éter etflico, lavado
en ampolla con solucidn de SO4N32 e semisaturacién, deshi-
dratacidn con 504Na2 anhidro, recuperacién del solvente y
calentamiento en estufa de vacfo (100°, 5 Torr) se obtuvie-
ron los aceites crudos que se preservaron en ampollas de
vidrio précticamente llenes a -15°, hasta su estudio.

La Tabla 14 resume los valores de algunas caracte-
risticas de la semilla : peso/Hl, peso medio del grano y
humedad del‘grano, los de rendimiento en aceite sobre se-
milla tal cual y seca y los de algunas caracteri{sticas
fisicoquimicas y contenidos en componentes menores. Estos

dltimos se practicaron con las siguientes técnicas :
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Densidad relativa 25/4° (picnémetro) ; Indice de refrac
cidn a 25° (A0CS Official Method Cc 7-25) ; Nimero de
acidez (I.U.P.A.C. 11 D 1., sobre 0,5 g de aceite) ;
Indice de saponificacidn (A0CS Official Method Da 15-48);
Indice de yodo (Wijs) ; Insaponificable total (AOCS Ca
6b- 53) (adaptado a los lfquidos residuales de la deter-
minacidén de Indices de saponificacidn) ; Indice de Yodo
del Insaponificable (Rosemund) ; Esteroles totales (di-

gitonina)120 y Tocoferoles totales (aL-»oLdipiridilo)lgl
Las composiciones acf{dicas se determinaron por

CGL operando sobre los ésteres metf{licos preparados en
base a los dcidos totales libres de insaponificables re-
cuperados de los liquidos de valoracidén de los Indices de
saponificacién respectivos. Las esterificaciones se lo-
graron por reflujo con metanol anhidro conteniendo 1,5%

105

en peso de SO ,H, concentrado . Se empled el equipo, co-
4

lumna, fase fiji y técnica de CGL ya expuestos. Los dis-
tintos componentes se identificaron segin valores de tiem-
pos de retencién y los de composicidn acf{dica porcentuales
por estimacién de 4reas. Los resultados cuantitativos ha-
bian sido previamente controlados por exdmen CGL de mez-
clas de dcidos de composicidn conocida, por determinacidn
de las concentraciones de 4cido lindlénico y linoleico

en UV previa isomerizacidn alcalina y por cdlculo de los
valores de fndices de yodo de los ésteres en base a las
composiciones CGL encontradas, que resultaron coinciden-

tes con los valores determinados experimentalmente.
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La Tabla 15 resume las composiciones ac{dicas
as{ encontradas. Ademéds de evaluar las cantidades en es-
teroles totales se efectuaron exémenes de composicién en
esteroles particulares. A tal fin se procedid al fraccio-
namiento de insaponificables en placas de silica gel Gﬁg,
aislando por elucidn con éter etilico los esteroles del
raspado de la banda respectiva y efectuando el exédmen CGL
utilizando un equipo Aerograph Gas Chromatograph modelo
204, equipado con detector de ionizacién de llama, co-
lumna de vidrio Pyrex de 2 metros de largo y 3 mm de dié-
metro interior, relleno constitufdo por Chromosorb G-HP
(silanizado, granulometrfa 80-100) conteniendo 2% de fase
fija(polaridad media) OV - 17, temperatura de horno 260°,
temperatura de inyector y detector 315°, N como fase mé-
vil (presién de entrada 75-80, escala empirica), atenua-
cién x 12,8 y con inyecciones de 12/&1 de esteroles en
solucidn al 5% en cloroformo puro.

Las identificaciones de los distintos picos de
esteroles, as{ como las evaluaciones cuantitativas se lle-
varon & cabo segin lo expuesto en la Discusién. La Figura
21 muestra el cromatograma de la fraccidn de esteroles
del aceite variedad "Cerrillos W 65" y la Tabla 16 las

composiciones en esteroles de los 3 aceites considerados.

Paralelamente se obtuvo la composicidén en esteroles
(por la misma técnica) del aceite de lino obtenido en
este trabajo (agotamiento de semilla de lino var. Tezanos

Pintos). El cromatograma respectivo se observa en la Figu-
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ra 22 y los valores de composicién esterdlica en la Discu-

sidn.

2) - Composicidn de harinas de extraccidn y obtencidn

de "aislado" proteico.

Las harinas de extraccidn correspondientes a las se-
millas de las 3 variedades de soja liberados de solvente,
se analizaron segin métodos expuestos en la Discusién.

La similitud de valores aconsejé la mezcla Intima de es-
tas harinas, uh nuevo andlisis de la misma y su utiliza-
c¢ién en la obtencidn de 2"aislados" proteicos a distin-

tos valores de pH de extraccidn.

2-1) - Curva de extraccidn de N en funcién del pH

La curva de extraccidén de material nitrogenado a
partir de la harina mezcla se realizé a valores de pH :
7,0 ; 8,0 ; 9,0 y 10,0,

En balén de 3 bocas provisto de agitador, se co-
locaron 5 g de harina de soja, que se suspendieron en
100 m1 de agua (relacidn harina/agua 1:20) ajustada al
valor de pH requerido en el ensayo . Se agité la mezcla
mecanicamente durante una hora a 30°, manteniendo el valor
de pH establecido por agregado de solucién de NaOH. El con-
junto se trasvasé a tubos de centrifuga y centrifugé por
30 minutos a 2800 rpm. El liquido sobrenadante se trasva-
86 a un matraz aforado filtrando a través de tela me-

tdlica de acero inoxidable ( 200 mallas/cm) . E1 residuo
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se lavd por agitacidn con 25Iml de agua (relacidén 1:5)
previamente llevada a ese pH, centrifugd nuevamente (20
minutos, 2800 rpm) y el lfquido decantado pasado por em-
budo con malla se reunid al anterior. E1 residuo se pasd
nuevamente al balén de extraccién donde se procedid a
una seginda extraccidn en las mismas condiciones (300,
1 hora, agitacién permanente, pH establecido) siendo la
relacién harina/agua de 1:10, centrifugando al final del
periodo de extraccién. Los ligquidos sobrenadantes decan-
tados procedentes de las 2 extracciones y lavados reuni-
dos, se llevaron a voldmen con agua destilada (500 ml)
y sobre alfcuotas por triplicado se determind el N total
extrafdo.

Los resultados obtenidos que configuran la curva

de la Figura 2} se consideran en la Discusidn.

2=-2) = "Aislados" proteicos a valores de pH 7,0 y 10,0

Teniendo en cuenta los valores de extraccidn de
N obtenidos, se decidid preparar "aisledos" a valores de
pH extraccidén 7,0 y 10,0 considerando el pH isoeléctrico
a 4,5 a rafz de los trabajos observados en la literatura.

A tal fin se procedid a realizar una macroextrac-
cién (con cada valor de pH de extraccidn) pare obtener
suficiente cantidad de "aislado" parz su anélisis poste-
rior. (previamente se efectuaron operaciones en escala

menor, ver Discusién).
Se partié de 200 g de harina mezcla operando se-
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gin la técnica descripta para la extracciédn. El lfquido
de extraccidn se ajusté a pH 4,5 (elegido como de méxi-
ma precipitacidn) separando el codgulo de proteinas por
centrifugacién (30 minutos a 2800 rpm). Después decantar
el 1fquido sobrenadante el precipitado se lavd 2 veces
(con agitacién) con 500 ml de agua destilada cada vez,
previamente ajustada a pH 4,5 y centrifugando al final
de cada lavado (20 minutos a 2800 rpm). El "“aislado" as{i
lavado se purificé (3 lavados etandlicos, 500 ml de eta-
nol 96% en cada lavado) por agitacién y desmenuzando a
fondo los grumos en una licuadora. Los extractos etand-
licos se separaron por centrifugacidén (8 minutos a 2800
rpn) y juntaron para su andlisis posterior. E1 "aislado"
as{ obtenido se secd en estufa de vacfo a 45°, obtenién-
dose un polvo blanco, inodoro e insfpido.

En la extraccién a pH 7,0 se obtuvieron 55,0 g
de "aislado" (27,5%) y 67,8 en la operada a pH 10,0 (33,9%).

Sobre ambos "aislados" y ademds de los valores
de rendimiento se efectuaron determinaciones de :
Pérdida de peso (100°, 5 Torr), Cenizas (500-550°),

N total (Kjeldahl), Lisina disponiblellg, P tot3158:59
122 23

P de écido fitico , 1lipidos residuales asociados
e ISN67, con los resultados que figuran en la Tabla 17

y que fueron comentados en la Discusidn de la Parte Expe-

rimental.
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2-3) - Estudio de los 1lipidos extrafdos por etanol en

el proceso de purificacién de los “aislados"

Los 1fquidos etandlicos procentes de la purifica-
cidén de cada "aislado" (pH 7,0 y pH 10,0) proteico obte-
nido (correspondientes a 55,0 gy 67,8 g de protefna seca
a 45° respectivamente) se concentraron a un volumen de
100 ml (rota-vapor 60°,vacio parcial), transfiriendo el
concentrado a una ampolla de decantacién donde se extra-
jo exhaustivamente con éter etflico. Los extractos eté-
reos reunidos se trataron en ampolla con solucidén acuosa
de SO,Na, a media saturacidén y de la capa etérea tratada

4772
con SO,Na, anhidro se destild el éter en bafio de agua

hirvie;te2y llevé a peso constante el residuo en estufa

de vacfo (100°, 5 Torr). Se obtuvieron (a pH 7,0) 1,5724 g
y (a pH 10,0) 2,3171 g, equivalentes a 2,86 y 3,42%
respectivamente, sobre proteina final.

Sobre estos materiales se determinaron los valores
de Indices de saponificacién, Indicesde yodo (Wijs), nd-
meros de acidez, insaponificable. total % (éter etilico),
{ndices de yodo de los insaponificables (Rosemund), &ci-
dos totales % (por saponificacidén) y P lipidicosa'sgcon

los resultados que figuran en la Taﬁla‘lg.
Operando sobre los 4cidos totales de estos 1li{pidos

105

transformados en ésteres metflicos se determinaron las

composiciones acfdicas por CGL empleando el equipo, co-
lumna y técnicas ya mencionadas, con los resultados co-

mentados en la Discusién de la Parte Experimental.
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2-4) - Determinacién del contenido y caracteristicas

de los 1fpidos residuales en los "aislados"

purificados y secos

Para el caso de pH 7,0 y habiendo partido de 5,0213¢g
de "aislado" se obtuvo un residuo lipfdico de 0,0434 g
(0,86%) constitufdo de 0,0372 g de insaponificable (0,74%)
y 0,0062 g de écidos grasos (0,12%); para el "aislado"
procedente de la extraccién a pH 10,0 se partidé de 5,0400g
del mismo obteniendo 0,0476 g de lipidos (0,94%) forma-
dos por 0,0281 g de insaponificable (0,56%) y 0,0195 g
de 4cidos totales (0,38%).

Los 4cidos totales de estos 1lfpidos se esterifica-
ron en operaciones separadas con metanollo5 y éxaminaron
en sus composiciones acfdicas por CGL con los resultados
transcriptos y comentados en la Discusién de la Parte

Experimental.
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FV:“SS %53' - 51,3 58,40 5,00 1,20 92,6 2099 70,9

49,8 64 24 3,74 1,70 91,9 203,1 76,4

Soig 8%y -

© 106,6 132,

- "aislasdo" obtenido a partir de harina de peps industrial
“aislado® obtenido a partir de"lex" en presencie de sulfito

- "aislado" obtenide a partir de harina de peps industrial en presencie de 803B32

s 0 o »
)

- "aiglado" obtenide a partir de harina (hexeno) agotada por metanol

Yaislado” obtenido a partir de harina por extraccién en medio sslino



TABLA 2 - Composiciones acf{dicas de aceite de semilla

de lino (var. Tezanos Pintos) y de lipidos

residuales en harina, extrafdos por éter

etflico y semin Lyons- Lippert (# de &cidos

totales)
Aceite Lipidos Lipidos
(hexano) (éter etf{lico) (CHSOH:Cl3CH:H20)
12:0 vest. vest. vest.,
14:0 vest. 0,2 0,1
16:0 6,4 16,6 10,7
16:1 vest. vest. vest.
18:0 &yl 4,1 2,6
1821 17,8 23,8 21,4
18:2 13,6 24,3 17,0
18:3 Dlie D 32,0 48,2
Ind.yodo 197,9 152,9 181,8
dcidos to-

tales (calc.)



TABLA 3 = Caracterfsticas de los 1lipidos residuales

en harina de semilla de lino agotada por

hexano
Lipidos (extraf- Lipidos (extrai-
dos por éter e- dos segin Lyons-
t{lico) Lippert)
Insaponificable % 14,88 10,07
Ind.yodo insaponificable 77,0 114,3
Acidos totales % 62,55 = 58,32
Ind.yodo 4cidos totales (x) 152,9 181,8
Fésforo lipfdico (mg P % g 163,9 1540,0
1fpidos)

(x) = Valores calculados en base a las composiciones

acfdicas CGL (ver Cuadro 2)



TABLA 4 - Valores de rendimiento y de caracteristicas de

composicidn de aceite crudo de semilla de lino

(hexano), de lf{pidos extrafdos de harina por

gl,CH:CH,OH:HZO y de lipidos residuales.
J -

Aceite

Rendimiento % semilla t/cual 36,71

Indice de refraccidn (25°)

Indice de Saponificacién

Indice de yodo -
Insaponificable %
i wall

Ind}yodo_inéaponificable.

N° de acidez (mg KOH/g)

Esteroles totales (mg % g)
Fésforo lipfdico (mg P % g)

Acidos totales (°)

1,4791
190, 8
181,7

2,15
109,5
146
543,0

Lipidos Lipidos
Lyons- Li- residua-
ppert les

1,73 (x) 0,43 (xx)
187y4 S

136,8 -

10,15 41,93
86,4 134,0
1200 -

59,51 58,07

(x) - 2,73% sobre harina agotada por hexano

(xx) - sobre harina agotada segin

(°) - por saponificacidn

Lyons y Lippert



TABLA 5 - Composiciones acidicas (% é4cidos totales) de

aceite de semilla de lino, lfpidos en harina

(extrafdos por 0130H:0H30H=H20) y de 1i{pidos

residuales (extrafidos luego de saponificacidn
drédstica) (2da partida)

Aceite Lipidos Lipidos resi-
(CIBSHS?H3OH: gg;;:? (sap.
2 ica)
8:0 8,3
10:0 9,3
12:0 vest. 0,1
14:0 vest. 0,3 0,4
1520 vést. 0,3
150 % 0,2
16:0 63 1343 2 B
16:1 0,2
17:0 vest. vest. 0,1
18:0 4,7 : 3,4 4,0
18:1 19,7 . 23,4 19,5
18:2 V&2 21,0 13,2
18:3 55,1 38,6 31,3
20:1 vest.
Ind.yodo de 194,1 | 164,6 127, 4

4cidos tot.
(calc.)



TABLA 6 - Composiciones acfdicas (% de &cidos totales) de
1{pidos neutros (LN), colinafosfolipidos (CFL)
etanolaminafosfolipidos (EFL), glicolipidos ?
(GL) y lisocolinafosfolipidos (LCFL)

LN CFL EFL GL (1) GL (2) LCFL
(x) (x) (x)
10:0 0,1 0,5 0,3 vest. 0,3 0,5
11:0 -~ 0,5 vest. vest. 0,2 vest.
r-12:0 - vest. vest 0,4 0,1 0,5
12:0 0,1 2,3 2,5 Y2 1,2 2,0
r-13:0 - vest. vest. 2,0 vest. 0,2
13:0 vest. 0,5 045 0,5 0,6 1,1
r-14:0 0,1 0,5 0,4 0,2 0,6 0,6
14:0 0,3 4,2 4,9 2,4 1,7 4,0
14:14r-15:0  vest 0,4 0,9 0,7 0,6 0,7
15:0 0,1 I X 153 Lyl 0,9 18
r-16:0 0,1 12 155 3,0 3,1 1,9
16:0 10,7 27,1 30,1 16,0 9,1 24,3
16:1 0,9 6,1 8,3 4,4 4,5 12,0
17:0 vest. 1,0 s Lo | 2,7 3,3 3,6
17:14r-18:0 vest. 0,9 243 0,2 vest. 1,1
18:0 3,1 8,7 9,8 T,6 60 = 9,8
18:1 21,6 38,2 28,6 16,6 19,6 3 1
18:2. 14,8 5,0 5,7 27,4 31,4 5,1
18:3 48,1 1,8 1.7 11,5 15,9 0,3
r-20:0 @ == vest. 0,3 - -— vest.

20:1 - - -- 2,1 0,9 =5

(x) - Esteres met{licos més presuntos acetales



- & .
T:BLA 7 - Valores de N extrafdo v de N en residuos de extraccibn, expresados % de harina y
7 de W en harina, en experiencias de dispersibén alcalina sobre harina de lino ago-
tada por hexano y por mezcla ternaria GIBQﬂ:CﬂjOH:HEQ
- i . E ar a7 of ! . ot 5
Fuente g de hari-g de resi-|N % ha- N % .de N extr. |N residuo|N extr, aﬂxre51duo
ma de par-fuo obte- |rina residuo [ de hari4? harina [N tot. en|? I tot,
tida pido na harina en hargé
Harina agotada por
hexano 5400 2,30 6411 3,1k 3473 1,u4h 62,0 23,6
ilarina agotada por hexano
y mezcla ternariz 5400 3462 6437 5456 1,73 L, 02 2753 63,42
Harina agotada por hexano
y mezela ternaria + A 5,06 3577 6437 5483 1,75 4,34 27,6 68,2
Harina agotada por hexano
vy mezcla ternaria + B 5,02 3481 6437 6429 1,32 Ly 77 20,7 7449
llarina apotada por hexano
y mezcla ternaria + A + B| 5,06 3,86 6437 5463 1,83 4,29 28,8 6744

A - Lipidos extraibles en la mezcla C1l3CH: CHy0H:H,0 , disueltos en ClycH ( 0,15g)
B - 25 ml correspondientesa la capa CH3OH:H20



TABLA 8 - Valores de ISN para "aislado" (agotado por

etanol y seco a 45°) de semilla de lino, en

funcidén del valor de pH y peso del "aislado"

en el ensayo

Experien- "Aislado" Valor 4 de N I.S.N. % N de
cia N° en el de solubi- "ajsledo"
ensayo pH lizado
(&)
1 ¢ 5,0021 6,0 10,60 96,2 11,02
2 5,0086 7,0 10,46 94,9 11,02
3 5,0182 . 7,5 10,50 85,3 11,02
4 5,0068 8,0 10,76 87,6 11,02
5 2,5012 6,0 10,51 S6,7 10,87
6 2,5042 759 11,21 103,1 = 10.87
71,5042 6,0 10,12 93,1 10, 87
8 1,5081 T40 10,55 97,0 10,87

9 1,5008 ~ 8,0 10,91 100,4 10,87



TABLA 9 - Valores de ISN para "aislado" (agotado por etanol

y secado a 45°) de semilla de cArtamo, en funcidn

del EH
" pislado" Valor de % de N so- I.S.N. % N de
en ensayo pH lubilizado "aislado"
(&)
5,0076 5,8 - 5,9 4,34 30,8 14,08
5'0600 6’8 oy -1 6’9 6'88 48.9 14‘,08
5,0370 7,8 = 7,9 9,74 69,2 14,08

TABLA 10 - Valores de ISN para ngislado" (agotado por etanol

y secado a 45°) de semillas de frutos citricos, en

funcidén del pH

"Aislado" Valor de % de N so- I:.S:N. % N de
en ensayo pH lubilizado "aislado"
(&)
2,5006 6,0 1,71 13,9 12,30
2,5050 7,0 T:70 62,6 : 12,30

2,5052 8,0 10,82 88,0 12,30



TABLA 11 - Valores de ISN a pH 7,0 de diversos "aislados"

proteicos agotados por etanol y secados en va-

cfo a 45¢

"Aislado" de gramos % de N I.S.N. N % de
‘ en solubi~ "ajsla-
ensayo lizado do"
(x) (x)

Semilla de lino 2,5042 11,21 103,1 10,87
Semilla de lino 5,0086 10,46 94,9 1302
Casecina industrial 22,5097 1223 96,9 12,63
Caseina industrial 540133 12,02 98,7 12,18
Coppdo.prot.lino + ngnga- 2,5080 11,38 98,7 11,52
Semilla de céArtamo 2,5030 Ty58 55,4 13,70
Semilla de cértamo 5,0600 6,88 48,9 14,08
Semilla de coco paraguayo 5,0036 8,42 58,6 14,36
Semilla de girasol 5,0013 T+99 57,6 13,88
Semilla de zapallo (Copfiz.y 2,5047 4,26 29,2 14,57
-Semilla de zapallo 5,0000 4,57 31,5 14,49
Semilla de citricos 2,5050 7,70 62,6 12,30
Semilla de tomate (I) 5,0049 3,94 29,7 13,28
Semilla de tomate (II) 5,0026 4,30 30,4 14,15
?§¥%11a de damasco (pepa) 5,0087 5467 39,0 14,55
?g%%}la de damasco (pepa) 5, 0000 9,74 65,1 14,96
Semilla de soja (°) 5,0050 4,64 32,3 14,36
5,0116 49,1 14,15

Semilla de soja (°9)

(x) - Sobre producto tal cual

(xx)- de fruto maduro no sometido a coccidn

6,95

(xxx)- de fruto maduro sometido a coccidn

(o) - "aislado" extrafdo & pH 7,0

(°9)- vaisladc" extrafdo a pH 10,0
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Semilla de Congelaetén
Tomate TTempo cero. 20,40 3,8% ¥l,1% 2,33

11 édSas 20,02 i+,00 80,00 2,
g:nilla de R:f;;geraggén o . . Libe
no eRpo cero 3
7 dfas 39,71 208 92,93 0285
Semilla de sgggglacgén
Lino iempo cero 39,20 2, 93,956 0,78
7 dfas 39,36 2,49 93,66 0,47
1k dfas 39,89 2,57 93,53 0,7
citricos fiifigeracitn 11,78 2,56 78,25 2,88
ricos empo cero ‘
7 dfas 11148 2166 76,86 3,07
Semilla de ocngelacidn '
Citricos gieupo cero 11,gg 2,56 78,25 2,88
7 df&s 11’ 2,78 76,“’5 3,12
14 dfas 9,79 2,30 76445 3,12
Semilla de Scja
t i H 0Ti 11,6 6 4,00 6
S kticccitn n Zé Tiambo cars 1125? E:ée §9;37 5{33




TABLA 13 - Valores de contenido en lisina disponible (g/ lbg N)

Fuente Harina Residuo "Aislado" Insol. Insol. Insol.
de de ex- (x) ISN ISN ISN

partida traccidn (x) codgulo coédg.

= . cong. refrig.

Semilla P b

z&pallo 3'89 5'69 3'21 3'47 3’14 3'15

Semilla .

cértamo 177 0,70 2519 3,18 3,08 -

Semilla

girasol 3,21 3,94 2,74 3,31 - e

Semilla d

cftricos 4,23 6,66 2,63 2417 — -

Semilla

COCO parage-—- - 4,51 4,03 —— -

Semilla

tomate 6,59 955 3,90 4,11 — e

Semilla 5,642 6,46, 6,675

soja 6,51 6,42 6,62 6,60 e _—

Semilla

lino (hex.)4,17 3,70 3,86 e — S

Semilla

lino (&) 4,42 4,02 3,52 -- - -

(x) - lavados con agua a pH isoeléctrico, con etanol 96%
y secados a 45° (vacfo)
(xx)=- fracciones insolubles de las determinaciones: de ISN
sobre "aislados" purificados segin (x).

R HOAO TP
|

- coégulo preservado 7 dias
B codgulo preservado 14 dfas
- codgulo recién obtenido
fraccidn insoluble en la determinacidén a pH 6,0
- correspondiente a la extraccidn a pH 7,0
- correspondiente & la extraccidén a pH 10,0
- agotada por hexano y por mezcla CH3OH:613CH:H20



Tabla 14 - Aceites de semilla de soja - Caracteristicas

fisicoquimicas
Cerrillos Halesoy Clark
W-65 7 &3

Semilla (peso/Hl) (Kg) 68,2 65,8 66,7
Semilla (peso medio grano)(g) 0,22 0,15 0,21
Humedad en semilla % 8,28 8,13 8,08
Aceite % semilla tal cual 17,66 17,87 19,65
Aceite % semilla seca 19,25 19,45 21,37
Densidad relativa (25/4°) 0,9130 0,9137 0,9185
Indice de refraccidén (25°) 1,4722 1,4725 1,4728
Indice de saponificacién 185,1 186,3 190,2
No de acidez (mg KOH/g) 2,04 2,63 1,84
Indice de yodo (Wijs) 130,9 134,4 131,8
Insaponificable % 2,59 4,47 2,73
Ind. yodo insaponificable 78,4 5Tx 64,5
Tocoferoles totales (mg % g) 72,0 69,7 79,8

Esteroles totales (mg % &) 359,9 439,9  376,2



TABLA 15 - Aceites de semilla de soja de produccidn nacional
(Los Cerrillos; Salta) - Composiciones acidicas
(¢ de 4cidos totales)

Cerrillos Halesoy Clark

T W=65 7L 63
16:0 14,3 12,0 1253
18:0 3,2 3,4 3,9
18:1 21 16,7 24,9
18:2 54,4 56,2 5257
18:3 740 8,7 6,2

En todos los aceites rastros de 12:0 , 14:0 , 17:0 y 17:1

TABLA 16 - Aceites de semilla de soja - Composicidn
en Esteroles (% de esteroles totales)

Esterol Cerrillos Halesoy Clark Tr/Tr col.
W—_65 71 63
? 5,0 6,7 4,8 0,80 -
colesterol 0,4 vest. vest. vest.
campesterol 22,4 21,0 23,7 1,31
stigmasterol 18,4 15,7 23,2 1,42

sitosterol _53,8 56,6 48,3 1,62



TABLA 17 - "“Aislados" proteicos de harina de semilla de

soja (macro extracciones) - Valores de compo-

sicidn y de rendimiento

Rendimiento (% de harina tal cual) 27,5 33,9

Pérdida a 100° (vacio) _ 5,01 3,65
Cenizas % (500 -550°) _ 0,58 0,79
N total (Kjeldahl) % s.s.s. 15,35 15,20
"Proteifna bruta" % s.s.s. libre de cenizas 96,51 95,23
‘Lisina disponible ( &/ 16 g N) 6,22 6,51
Fésforo total (como P) % 0,26 0,31
Pésforo de Acido fftico (como P) % 0,12 .0,16
Lipidos reaidualés asociados % 0,86 0,94

I.S.N. g ' 33,2 47,5 -



TABLA 18 - Lipidos extrafdos de "aislados" de harina de
semilla de soja (pH 7,0 y 10,0) por etanol 96%

Valores de rendimiento y de caracteristicas de

composicidn
pH 7,0 pH 10,0
Rendimiento (% "aislado" purificado , 2,86 3,42
seco a 45°)
Indice de saponificacidn 209,9 203,12
Indice de yodo (Wijs) 92,6 91,9
Ndmero de acidez (mg KOH / g) 5143 49,8
Insaponificable total (éter etflico) 5,10 3,74
Indice de yodo insaponificable (Rose- 70,9 76,4
mund )
Acidos totales % (por saponificacidn) 58,4 64,2
Fésforo lipidico (como P % lipidos) 1,20 1,74

TABLA 19 - Composicidén general de la semilla de cértamo

var. Gila - (Valores en base seca)

Cenizas N total Protefna Aceite Fibra
% % (N x 6,25) % cruda
: %
Semilla
entera 3,20 2,88 18,00 38,62 40,50
Céscara - 2,49 0,93 5,81 5, 49 -

Pepa 3,76 4,25 26,56 62,29 3,55



Figura 1 : Croma-

tografia gas- 11-
ﬂ quido de los éste-

n res metilicos de los

: 4cidos totales de
1 1lipidos extrafdos
por mezcla ternaria
; (C13CH:CH30H:H20)
I operando sobre ha-
rina de semilla in-
tegral de lino ago-
tada por hexano téc-
nico (Experiencia
N°4, ver Discusidn).
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Figura 2 : Cromato-
-graffa gas- liquido
de los ésteres me- o .
t{licos de los 4ci- =
dos totales de los |
lipidos recuperados *
por extraccién de la
Experiencia N°4 (ver

Figura 1), sobre un § i
"aislado" proteico = r :
de semilla de lino = t |
purificado. . il fl e |
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Figura 3 : Cromatograf{a gas - lfguido de los ésteres
metilicos de los dcidos totales de aceite de
gsemilla de lino (2da‘bartida) extraida por

hexano en presencia de BHT
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Figura 6 : Cromato-

grafia gas-liquido

de los ésteres me-
t{licos de los &aéidos
totales de la frac-
cién de colinafos-
folfpidos (CFL) del
fraccionamiento de
los lipidos extraf-
dos por la mezcla ter-
naria C13CH:CH30H:H20
a partir de harina de
semilla de lino ago-
tada por hexano.
(1ibres de dimetil-"
acetales)
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Figura 5 : Croma-
tografia gas-liqui-
do de los ésteres
met{licos de los
dcidos totales de
la fraccién de los
1{pidos neutros (LN)
del fraccionamien-
to de los lipidos
extraidos por mez-
cla ternaria Cl,CH:
CH30H=H20 a partir
de harina de semi-
lla de lino agota-
da por hexano (li=-

‘bres de dimetil-

acetales).
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Figura 8 : Cro-
matografia gas-
1iquido de los
ésteres metili-
cos de los dci-
dos totales de

la fraccidn de
presuntos gli-
colipidos (GL1?7)
del fraccicna-
miento de los 1i-

- pidos extrafdos
por la mezcla ter-
naria C1l3CH:CH30H:
H20 a partir de
harina de semilla
de lino agotada
por hexano

Figura 7 : Croma-

tografie gas-liqui-
do de los ésteres
metilicos de los
écidos totales de
la fraccién de eta-
nolaminafosfolipi-
dos (EFL) del frac-
cionamiento de los
lipidos extraidos
por mezcla ternaria
0130H=CH30H:320 a
partir de harina de
semilla de lino a-
gotada por hexano
(1ibres de dime-
tilacetales)
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Figara 10: Cromatogra-
f{a gas-liquido de los
dsteres metilicos de
los 4cidos totales de
la fraccidn lisocoli-
nafosfolipidos (LCFL)
del fraccionamiento de
los lfpidos extraidos
por mezcla ternaria
C13CH:CH30H:H20 a par-
tir de harina de se-
milla de lino agotada
por hexano.
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Figura 9 : Croma-
tograffa gas-1{-
quido de los éste-
res met{licos de
los 4cidos totales
de la fraccidn de
presuntos glico-
1ipidos (GL2?) del
fraccionamiento

de los lipidos
extrafdos por la
mezcla ternaria
C1l3CH:CH30H:H20

a partir de hari-
na de semilla de
lino agotada por
hexano
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Figura 12: Cromatogra-
f{a gas-liquido de los
dimetilacetales de las
fracciones aldehidogé-
nicas correspondientes
a colinafosfolipidos
(CFL) separadas en pla-
ca delgada de lipidos
aislados por mezcla
Cl3CH:CH30H:HQQ a par-
tir de harina de semi-
lla de lino agotada’
por hexano (Las cifras
indican tiempos de re-
tencién medidos en cm
a partir de la elucién
del solvente).
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E%gggg 1l: Cromatogra-
f{a gas-liquido de los
dimetilacetales de las
fracciones aldehidogé-
nicas correspondientes
a los lipidos neutros
(LN) separados en pla-
ca delgada de lipidos
aislados por mezcla
Cl3CH:CH30H:H20 a par-
tir de harina de semi-
lla de lino agotada por
hexano (Las cifras in-
dican tiempos de reten-
cién medidos en cm a
partir de la elucidn
del solvente)
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Figura 14: Cromato-

grafia gas-1iquido

de los dimetilace-

tales hidrogenados

de compuestos alde-~ “ §
hidogénicos de las A
fracciones de LN+ !
CFL+EFL de lipidos /
extrafdos por mez-

cla C13CH:CH30H:HR0

a partir de harina

de semilla de lino

agotada por hexano.

(Las eifras indican

tiempos de retencidn

medidos en cm & par-

tir de la elucidn

del solvente).
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Figura 13: Cromatografia
gas-liquido de los dime-~
tilacetales de las frac-
ciones aldehidogénicas
correspondientes a eta-
nolaminafosfolipidos (EFL)
separadas en placa del-
gada de lipidos aislados
por mezcla Cl3CH:CH30H:H20
a partir de harina de se-
milla de lino agotada por
hexano. (Las cifras indi-
can los tiempos de reten-
¢ién medidos en cm a par-
tir de la elucidén del sol-
vente).
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' Figura 15: "Aislado"
A proteico purificado
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Figura 17: "Ais-
lado" proteico
purificado de se-
milla de lino
(lavado por eta-
nol y seco a 45°
en vacio). -Va-
lores de ISN a
pH 6,03 7,0; 7,5
y 8,0. Operando
sobre 5,0g de “ais-
lado" (Técnica
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Figura 20: Aceite de
soja ivar. "Halesoy
71")- Cromatografia
gas-1liquido de és-
teres metilicos de

dcidos totales.

18:2

18:1

Figura 19:"Aislado"
proteico purifica-
do de mezcla de se-
millas cf{tricas (la-
vado por etanol y
seco a 45° en vacio)
Valores de ISN en-
tre pH 6,0 y 8,0.
Operando sobre 2,5g
de "aislado" (Téc-
nica AACC).
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Figura 23 : Harina mezcla de semilla de soja

Valores de dispersibilidad de N
total en funcidén del pH de ex-

tracecidn.
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Figura 25: Croma-
tografia gas-11i-
quido de los és-
teres metilicos
de los écidos to-
tales de los. 1i-
pidos solubiliza-
dos por etanol
duranta el pro-
ceso de purifi-
cacidén de un
I|aisla_d0“ Pro-—-
teico de harina
de semilla mez-
cla de soja flocu-

lado a pH isoeléc-

trico previa dis-
persién a pH 7,0.
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Figura 24: Cro-
matografia gas-
liquido de los
ésteres met{li-
cos de los 4ci-
dos toteles de
los lipidos re-
siduales (ex-
trafbles luego
de saponifica-
cidn dréstica)
de un "aislado"
proteico de ha-
rina de semilla
mezcla de so0ja,
obtenido por
dispersidén a
pH 7’00
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A modo de introduccidn se presenta una revisidén
de los aspectos funcionales de los alimentos y en par-
ticular, de la parte inherente a las proteinas que los
integran y de los diversos factores que més las influen-
cian, tanto aquellos que de ellas dependen, como de los
que surgen del medio o ambiente que componen. Esto dl-
timo configura,tal vez, el mayor inconveniente en la eva-
luacidén comparativa de las propiedades funcionales, dada
la gran variedad de caracterfsticas fisicoquimicas y ain
bioldgicas de los distintos alimentos que pueden conte-
ner una misma mezcla de proteinas o una misma proteina.
De ahf la utilizacidn de sistemas "modelo" con fines
comparativos o para determinar aplicaciones especificas

y su adecuacién en protefnas nuevas o no tradicionales.

La experimentacidén realizada tuvo como finalidad
principal, operando sobre "aislados" proteicos reciente-
mente floculados (al valor de pH de méxima precipitacidn)
a partir de diSpersiones alcalinas procedentes de harinas

de extraccidén de semillas oleaginosas, evidenciar en sagué-

llos la presencia de componentes iniciadores de procesos
de "pardeo no enzimético". Lstos, de existir, podrian jus-

tificar las tonelidades amarillo-pardas que esos codgu-

los toman por secado en vacfo a 40-45°,

De la informacidén bibliogrédfica recogida y de los
resultados logrados spbré nuevos "aislados" proteicos,
surge la existencia en todos ellos, de compuesfos lipi-

dicos que se vinculan a la produccién de componentes car—
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bonflicos o & la provisidn de compuestos con agrupaciones
-NH2 - .
Se puede conjeturar:
1) - La existencia en los “"aislados" recientemente flocu-
lados de 1ipidos de por si no intervinientes como tales
en procesos de "pardeo no enzimético" pero generadores
por autoxidacién de compuestos carbonflicos o de estos
Ultimos por procesos de descpmpoéicidn en medio acuoso

y écido.

2) - La existencia de compuestos carbonflicos preexiéten—
tes (azdcares reductores) que fundamentalmente existen
en los subproductos (harinas de extraccién) de partida,
que podrdn en este caso iniciar directamente procesos de
"pardeo no enzimético" (preférentemente durante el proce-
so de dispersién alcalina por adecuacién de pH y durante

el secado, por incremento de su concentracidn).

3) - Dentro de los componentes lipfdicos deben conside-
rarse dos tipos de comﬁonantas generadores de éonpueatoa
carbonflicos que no requieren‘autoxidacidn, 8 sabér :
a) = Compuestos aldehidogénicos : comprenden los compues-
tos aldehidogénicos fosforados o plasmaldgenos y
los compuestos aldehiﬁdgénicos_no.fosforédos._Am-
bos tipos generan aldehidos superiores en medio acuo-
so y a pH deido. _i |
b) - Glicolipidos, corrieﬁfemente constitufdos en vegeta-
les por galacto o digalaétodiglicéridos. En medio

acuoso y #4cido generan azicares reductores.
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4) - Las experiencias previas han probado que los mate-
riales lipidicos integrantes de codgulos proteicos res-
ponden a componentes en parte preexistentes y en parte
generados durante el proceso de obtencidn de los “ais-
lados",

La mayor parte de esos lipidos se aislan por agota-
miento con etanol de 96% y consisten en glicéridos, fos-
folfpidos (incluso plasmalédgenos), componentes de insa-
ponificables (incluso esteroles) y &4cidos grasos libres.
Estos dltimos pueden representar un porcentaje significa-
tivo de los lipidos totalen y casi seguramente se generan
por saponificacién durante el proceso de dispersidén alca-
lina ( pH 9 - 10, 2 horas ). No es improbable la presencia
de glicolipidos y diglicéridos, estos dltimos procedentes
de la descomposicién de galactolipidos o de componentes

aldehidogénicos no fosforados en medio acuoso y é&cido.,

5) - E1 simple agotamiento por etanol de un "aislado" re-
cién floculado no elimina todos los lipidos presentes en
este Ultimo. Se ha podido confirmar la existencia de 1{-
pidos llamados residuales , no extraibles por etanol ,
intimamente asociados a la fraccidn proteica. Tales lipi-
dos cuya composicién no ha sido establecida se manifies-
tan sometiendo los coédgulos agotados por etanol a proce-—
sos de saponificacidén dréstica, seguidos de acidificacidén
(pH 4,0) y extraccién por hexano. Los productos aisla-

dos estdn constituidos por Acidos grasos libres y com-
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ponentes de insaponificables.

6) - Operando sobre semilla de lino oleaginoso se plani-
ficé una experimentacidén tendiente a evidenciar los ti-
pos de compuestos contaminantes de codgulos proteicos,

capaces de intervenir en procesos de "pardeo no enzimé-

tico". A tal fin se procedid a :

a) - Obtencidn de harina de extraccidn
Coneistid en el agotamiento de la semilla finamente
molida con hexano técnico conteniendo BHT (diterbu-
tilhidroxitolueno) como antioxidante con el objeto
de prevenir autoxidacidn. Se llevd & cabo un estudio

del aceite crudo de extraccidn principalmente en su
composicién acidica y en esteroles, por procesos de
CGL.

b) - Obtencidn de harinas libres de lfpidos polares
La harina obtenide segin a) se agotd en frio con
una mezcla solvente polar ternaria (Lyons - Lippert,
GIBCH:CH3ﬂH:H20) conteniendo también BHT. Se obtuvie-

ron 1lfpidos que se estudiaron en su composicidn aci-

dica y que se fraccionaron por &dcido silfcico en capa
delgada, evidenciando la presencia de lisocolinafos-
fdlipidos, colinafosfolipidos, un fosfolf{pido Dra-
gendorff positivo con un corrimiento anélogo a un
patrén de esfingoﬁielina. etanolaminafosfolipidos,
1ipidos neutroe‘y probablemeﬁte glicolipidos. Se es=-

tudiaron las composiciones acfdicas (CGL) de las
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fracciones mencionadas (excepto el fosfolfpido Dra-
gendorff positivo con un corrimiento andlogo a un
patrén de esfingomielina) operando sobre ésteres me-
t{licos de d4cidos totales libres de insaponificable
en los casos de lipidos neutros, colinafosfolipidos
y etanolaminafosfolfpidos (ésteres metf{licos libres
de dimetilacetales).

As{ mismo operando sobre lipidos polares totales y
sobre fracciones aisladas por fraccionamiento prepa-
rativo (sflica gel), se evidencidé la presencia de
componentes lipfdicos aldehidogénicos a través de
los ensayos de coloracidn del reactivo Fucsina.—SO2

Yy por CGL de los dimetilacetales obtenidos a partir
de los insaponificables separados de lipidos neutros,
colinafosfoli{pidos y etanolaminafosfolipidos,

7) - La separacién de lipidos polares por el solvente
ternario (Lyons -~Lippert) permitid el aislamiento de

una fraccidn no lipfdica en la que se evidencid la presen-
cia de compuestos reductores frente al reactivo de Bertrand
(para determinar azdcares reductores) y de azdcares in-
vertibles. Entre los primeros y por cromatografis en pla-
ca delgada no fue posible identificar ningin azdcar re-
ductor; los azidcares invertibles revelaron estar cdnstif

tufdos solamente por sacarosa.

8) = El1 exémen de'composipidn en hidratos de carbono de

la harina de semilla de lino (agotada por hexano) reveld
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la presencia de azicares reductores, no reductores e hi-
dratos de carbono sacarificables. Los primeros (en muy
baja proporcién) estaban formados por glucosa, levulosa
y maltosa; los segundos por sacarosa, mientras que los
hidratos de carbono sacarificables estaban constituidos
por glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa.

Tanto los azicares reductores como los ‘'no reduc-
tores debieron haberse evidenciado también en la fraccién
no lipfdica del extracto de lipidos polares por ﬁezcla
ternaria Lyons - Lippert. Esta sélo acusé la presencia de
sacarosa, atribuyendo la ausencia de maltosa, glucosa y
levulosa a procesos de"pardeo no enzimético" ocurridos
durante la concentracién del extracto por interacecién con

etanolaminafosfol{pidos.

9) - Se efectuaron diversos ensayos en base a un "aislado"
de semilla de lino agotado por etanol y llevado a peso
constante a 45° en vacfo ("aislado" en forma de polvo blan-

co, inodoro e insfpido) a fin de observar desarrollo de

“pardeo". Consistieron en :

a) - Probable influencia de ésteres de &cidos polietilé-

nicos en ausencia de agua. La incorporacidén en solu-

cién alcohdlica de éstos seguida de calentamiento y

destilacidén del solvente no produjo "pardeo".
b) - La misma experiencia operada en presencia de agua

condujo por secado final a “pardeo" y cambio de tex-

tura (escamas).
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¢) - La influencia de 1fpidoa polares (extrafdos por mez-

cla ternaria) en presencia de agua , calentamiento
y secado intensificé el pardeo y el cambio de tex-—
tura.

d) - E1 tratamiento simple por agregado de agua , calenta-
miento a seco a 50° (vacfo) produjo "pardeo” y cambio

de textura.

En conclusidén estas experiemcias sefialaron que los
1fpidos en ausencia de agua no proveerian "pardeo", inter-
pretédndose que ello se debe a la imposibilidad de interac-
cién entre compuestos carbonflicos (de autoxidacidén, gene-
rados por descomposicidén de plasmaldégenos o azidcares re-
ductores) y protefnas en ausencia de un solvente que la

posibilite,

10) -Se concluye que todo proceso que elimine el agua en
forma rédpida de un coédgulo proteico o que la inmovilice
evitarfa el desarrollo de "pardeo no enzimético", aun en
presencia de iniciadores de los mismos. Por ello el pro-
ceso industrialmente usado ("spray") se ha impuesto (eli-
minacién muy répida del contenido acuoso). Igualmente,
la liofilizacién que inmoviliza el agua por congelacidén
répida y luego la elimina por sublimacidn (sin pasar por
el estado lfquido). ]

La experimentacidn realizada en este trabajo con
numerosos codgulos obtenidos a pH isoeléctrico (contenien-

do todos sus lfpidos), congelados en forma lenta (-155)"
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mostrd ausencia de "pardeo" en lapsos de hasta 21 dias.
Igualmente y desde que los procesos de "pardeo no enzima-
tico" se inhiben notoriamente por disminucidén de la tem-
peratura de estacionamiento, se logrd por enfriamiento a
8-10° preservar codgulos proteicos obtenidos a pH isoeléc-~
trico por lapsos de hasta 15 dfas sin "pardeo”.
Finalmente la obtencidén de "aislados" bajo forma

de polvos finos, blancos, inodoros e insipidos por agota-
miento de coédgulos (obtenidos a pH isoeléctrico) con eta-
nol de 96% obedece no solo a la extraccidén de la mayor
parte de 1{ipidos retenidos por los coédgulos sino, muy es-
pecialmente a la eliminacidn del agua contenida en los

mismos.

11) -La presuncidén de que el agotamiento por hexano y por
mezcla ternaria Lyons -Lippert conducirfa a una harina
exenta de lipidos, capaz de producir "aislados" protei-
cos que pudiesen secarse a 45° sin "pardeo" no se vio con-
firmada (la harina mostré contener lipidos residuales que.
se evidenciaron luego de un proceso de saponificacidn
dréstica). El"aislado" pardeé por secado en esas condi-
ciones. La harina as{ agotada fue estudiada en éu composi-
cidn y el "aislado" obtenido por el método tradicional
(dispersidn alcalina) observé un rendimiento significati-
vamente menor al registrado operando sobre harinas agota-
das por hexano. Diversos ensayos incorporando durante la
dispersidn 1lfpidos polares y demés componentes extraidos
por la mezcla ternaria de solventes, no aumentaron ese va-
lor de rendimiento, por lo que se concluydé que el trata-

miento habfa provocado un serio proceso de desnaturalizacidn.
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En otro orden de finalidades este trabajo compren-
dié la apreciacién de valores de fndice de solubilidad de
nitrégeno (ISN), como parémetro de evaluacidén de propie-

dades funcionales de diversos "aislados" proteicos.

Se pudo establecer :

1) - "Aislados" purificados con etanol 96% y secos

a 459 en vacio

Se determinaron valores de ISN de diversos "aislados"
proteicos tales como : "aislados" de semilla de lino, ca-
sefna industrial, coprecipitados de “"aislados" de lino con
46% de casefna, "aislados" de semillas de cértamo, girasol,
coco peraguayo, zapallo, tomate, mezcla de semillas de fru-
tos citricos, de pepa de carozo de damasco sometido o nd
a coccidén y de “"aislados" de semilla de soja extrafdos a
pH 7,0 y 10,0.

Los valores obtenidos para los distintos "aislados"
resultaron muy variables, concluyendo que los procesos de
obtencidn de los mismos, el origen de la materia prima (es-
pecie vegetal de partida), el tratamiento operado en las
harinas de partida, la susceptabilidad a la desnaturaliza-
cidn y las caracteristicas propias del "aislado" se tra-
ducen en comportamientos funcionales distintos.

" En el caso de "aislados" de semilla de lino, cér-
tamo y mezcla de semillas de frutos cftricos se estudid
la influencia del valor de pH (entre 6,0 y 8,0) sobre la
dispersibilidad acuosa de los mismos, observando un aumen-

to significativo de solubilidad para el caso de cértamo
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y citricos, no as{ para el "aislado" de lino cuyos valo-
res de ISN resultaron muy elevados en todo el rango de
pH considerado.

En los "aislados" de semilla de lino, caseina, za-
pallo y célrtamo se operé con distintas concentraciones
de "aislado" en el ensayo de ISN. Los resultados indica-
ron mayores valores de ISN al disminuir la concentracién
para lino y cértamo y muy parejos para zapallo y caseina.
Este comportamiento frente a la concentracidn de "aisla-
do" en la experiencia, fue acorde con los trabajos de o-

tros investigadores.

2) - "Aislados" proteicos no sometidos a deshidratacidn

A fin de estudiar los valores de ISN de "aislados"
no sometidos a deshidratacidén, se obtuvieron coédgulos la-
vados con agua a pH isoeléctrico determinando la disper-
sibilidad acuosa de loe mismos recién obtenidos y luego de
su preservacién por enfriamiento o por congelacién en lap-
sos de hasta 21 dfas, |

Los "aislados" estudiados fueron los de semilla de
lino, semillas de frutos pitricos, so ja, zapallo, tomate,
cédrtamo y girasol. Los "aislados" de semilla de lino,ci-
tricos y girasol registraron los mayores valorea, el de
lino tanto a tiempo cero como en los ensayos de refrige-
racién durante 7 dfas y por congelacién durante 14 dfas;
el de semillas c{tricas observd un valor méximo en el
coégulo recién obtenido y una discreta disminucidén en 105

ensayos por refrigeracién y por congelacién. En el caso
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de los "aislados" de girasol se observd una ligera dismi-~
nucidén en los codgulos congelados.

Los "aislados" de semilla de zapallo, cértamo y to-
mate observaron significativas disminuciones de los valo-
res de ISN en ensayos por congelacidn y refrigeracidn.

Estas experiencias indicaron que la aplicacidn de
los procesos de preservacién de "aislados" proteicos con-
teniendo sus 1lipidos y el agua retenida a pH isoeléctrico
luego de centrifugar a la velocidad elegida, son de utili-
dad en la preservacién sin alteracidn de color, dependien-
do de la materia prima de procedencia de los "aislados"el
comportamiento frente a los valores de ISN.

Debe destacarse que durante la experimentacidén en
ensayos por enfriamiento (8-10°) en periodos de hasta 21
dfas se observd deterioro de los codgulos a causa de la pro-
liferacidn de hongos, en la mayorfa de los caso8; en cam-
bio los ensayos por congelacién resultaron exentos de e-

8as alteraciones,

Se considerd de interés la evaluacién de valores de
lisina disponible tanto en los subproductos como en "ais-
lados" (purificados por etanol y secos a 45° en vacio),
subproductos agotados (por extraccidén alcalina) y sobre
insolubles resultantes de las determinaciones de ISN,
estos dltimos procedentes de “aislados" purificados (la-
vados por etanol y secos a 45°), de codgulos a pH iso-
eléctrico congelados y de codgulos a pH isoeléctrico pre-
servados por refrigeracién. Se operd sobre zapallo, cérta-
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mo, girasol, ci{tricos, coco paraguayo, tomate, soja y lino.

Se pudo establecer:

1) - Los valores de lisina disponible fueron superiores

en los residuos agotados por dispersidén alcalina en los ca-
sos de zapallo, girasol, cf{tricos y tomate ; similares pa-
ra soja y menores para clrtamo y lino respecto de los con-

tenidos de las harinas de partida correspondientes.

2) - Los “aislados" purificados (agotados por etanol, se-
cos a 45°9) observaron valores ligeramente inferiores de li-
sina disponible en los casos de lino, zapallo y girasol ;
cifras menores de mayor significacidén para citricos y toma-
te y similares para soja respecto de los valores de las ha-
rinas de partida correspondientes. E1l "aislado" de cértamo
resultd con un contenido en lisina disponible significati-

vamente superior a los observados para la harina de parti-

da y residuo agotado.

3) = La mayorfa de los "aislados" purificados por etanol
y secos a 45° produjeron insolubles en las determinacio-
nes de ISN cuyos contenidos en lisina disponible fueron
ligeramente superiores que los de los "“aislados" corres-
pondientes (zapallo, cértamo, girasol, citrico y tomate).
En cambio resulté ser ligeramente superior en el "aislado"

de coco paraguayo y del mismo orden en el caso de S0 ja.

4) - Las pocas determinaciones efectuadas sobre fracclones
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insolubles en los ensayos de ISN sobre codgulos congela-
dos o refrigerados no mostraron comportamientos diferen-

tes respecto de los codgulos agotados por etanol.

Las experiencias sobre "aislados" de semilla inte-
gral de soja obligaron a la obtencién de harinas por ago-
tamiento con hexano técnico de grano molido de las varie-
dades : "Cerrillos W-65", "Halesoy 71" y "Clark 63" (pro-
vincia de Salta, cosecha 1975/76.

1) - Sobre los aceites crudos se determinaron sus valores

de rendimiento, caracteristicas fisicoquimicas, contenidos
en tocoferoles y esteroles totales, composiciones acf{di-
cas (CGL) y de las fracciones de esteroles.

No se observaron cifras de compasicién acidica que
se aparten de los extremos registrados en literatura. Se
destaca que los contenidos en tocoferoles observados fue-
ron del orden de los valores minimos consignados en la li-
teratura (70-80 mg % g). As{ mismo se informa que la com-
posicidn de la fraccién de esteroles de estos aéeitee mos=-
tré como componente principal a sitosterol (48-58%) y en
orden decreciente campesterol (21-24%), stigmasterol
(16-23%) y un componente no identificado con Tr/Tr col.
0,80 (5-7%). Los 3 aceites contenfan colesterol en el
orden de rastros, si bien en la var. “Cerrillos W-65" se
registré un valor de 0,4% sobre esteroles totales.

Un estudio similar sobre la composicidén en este-

roles de aceite de semilla de lino mostré : sitosterol
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(60,3%), campesterol (26,3%), stigmasterol (1,2%) , A 5-
avenasterol ? (9,5%) y 2 componentes no identificados con
valores de Tr/Tr col. 0,66 y 0,80 (0,7 y 2,0% respectiva-
mente). La presencia de D 5-avenasterol en aceite de lino
(ausente en aceite de soja) sefiala un cambic para la inves-

tigacién del primero en mezclas con aceite de soja.

2) = Las harinas de extraccién mostraron valores de

composicién general muy similares razén por la cual se
mezclaron intimamente. La harina mezcla contenfa 50,7%

de "proteina bruta" sobre sustancia seca, valor algo in-
ferior al 4mbito observado en literatura (53,5 - 56,2%),
atribufble a la presencia de cédscara en el producto estu-
diado. Consecuentemente se observé mayor contenido en fi-
bra (5,1%) y valores dentro de los extremos sefialados en
literatura para lisina total (6,51 g/ 16 g N, para lisi-
na disponible).

3) - Por dispersidn alcalina y floculacidn a pH isoeléc-
trico se obtuvieron "aislados" a partir de harina de soja
mezcla operando a valores de pH de 7,0 y 10,0. Los "aisla-
dos"se purificaron por etanol y llevaron a2 peso constante
a 45° (vacfo) obteniendo polvos blancos, inodoros e insi-
pidos. Ambos "aislados" se estudiaron en su composicidn
general, observahdo valores muy similares para todas las
determinaciones excepfo cifras ligeramente superiores ﬁa-
ra rendimiento, a partir de extractivo a pH 10,0 y valo-
res sensiblemente superiores de ISN para ese mismo "ais-

lado" respecto del procedente de extractivo a pH 7,0.
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Se informan valores de rendimiento en lipidos
extrafdos por etanol y en lipidos residuales as{ como
caracteristicas fisicoquimicas y composiciones acidicas

de ambas fracciones lipidicas.
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