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R E S U M E N

La harina dc extracción de girasol puede considerarse comoun sub

producto de la industria aceitera, cuyo mayor empleo se encuentra

en su uso comoalimento de ganado.Debido a la deficiencia en el con

sumo proteico mundial y a la necesidad de un mayor aprovechamiento

de las fuentes proteicas disponibles, hemosestudiado esta materia

prima de bajo costo y de suficiente abundancia con el fin de una po

sible aplicación comoalimento humano.

Coneste objeto se determinó la cantidad de proteinas contenidas en

la harina en estudio extrayendo la mismacon soluciones de hidrori

de de sodio a1 0,2% , cloruro de sodio al 10%y agua destilada dater

minándose en cada caso las condiciones óptimas de la operación. Las

fracciones proteicas aisladas por precipitación con acido clorhidri

co diluido al tercio a pH = 4 no puedan considerarse comopuras sino

comomezclas de protidos, impuriricadas a sa vez con otras sustancia

coprecipitadas principalmente claruro de sodio.

Las cantidades obtenidas son:

ClNa al 10% z 33 %

NaOH al 0,2% z 31 %

agua dest. : 10 %

Fua determinado el contenido en nitrogeno de la harina de extracción

y de las fracciones proteicas aisladas por el métodode KJeldahl

Harina de extracción : 7,1 % 39,6 % de proteina

Extracto ClNa 9,8 % 57 % de proteina

Extracto NaOH : 10,7 % 61 % de proteina



Extracto agua 16,8 % : 96 % de proteina

La composicion cualitativa en aminoacidos esenciales de la harina

propiamente dicha comoasimismo de las fracciones proteicas fue es

tudiada por medio de la cromatografía en papel monodimensional des

cendente , empleandose en este caso la mezcla butanol : ácido acéti

co : agua = 40 z lO : 50 ( en volumen ) como solvente y ninhidrina

en solucion butanolica comorevelador. Comodato adicional se repi

tieron 7as determinaciones anteriores usando cromatografia circular

con igual solvente y revelador. Se pudo comprobar la existencia de

todos los aminoacidos esenciales predominandoenth ellos '

Arginina Leucina
Fenilalanina Valina

Idoleucina

Fue estudiado con detalle al porcentaje del ácido glutámico exis

tente en la harina de extraccion de girasol, debido a su importante

empleo terapeutico y como tambien su uso como agente sazonante muy

difundido. Los valores obtenidos segun " Síntesis Orágnicas " o sea

hidrólisis olor-hídrica de la rnteria prima con subsiguiente precipi

tación del aminoácido comoclorhidrato y su transformación en acido

libre por neutralización hasta p su punto isoeléctrico , son los

siguientes :

3,4 %a partir de la harina directamente
7,6 fi a partir de la proteina extr. con ClNaequiv. a 2,5 í

sobre harina

8,3 í a partir de la proteina extraida con NaOHequiv a

2,5 % sobre harina.
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INEM
Lts proteínas son unos de los componentesprincipa

les de los alimentos basíndose esta importancia no sólo en el

aporte energético, comoen el caso de los glúcidos y los lí

hidos, sino tambien en la acción plística desarrollada en el

organismoo .

L*s proteínas consideradvs comosustancias energé

ticas tienen un valor calórico de h kcal/g¡ valor in vivo

menor que in vitro debido a la combustión incomple a en el

organismo. Pero este valor calórico esta sometido además a

una serie de variaciones debido a la acción específico-diná

mica característica de las proteinas. Esta acción se trïduce

en un aumento del metabolismo despuós de la ingestión, origi

nando una liberación de energia en cantidad superior en 30 %

a la representada comoalimento.

El caracter de sustancia plóstica predominaen los

nrótidos, ya que son los consitutyentes esenciales de las cé

lulas vegetales y animales. Desdobladas en sus componentes,

los aminoacidos, son absorbidos por el organismo donde inter

vienen activamente en el crecimiento de los tejidos o en los

procesos de reparación de los ya existentes. Se produce en

tonces un estado de equilibrio dinamico entre los aminoácidos

ingeridos y las protein s de los tejidos.

Quedaplanteado en esta forma que el valor nutriti

vo de las proteinas dependen directamente de su composición

o sea de los amino-Écidos cue las constituyen. Según los estg

dios de Osborne y Mendel, y más tarde de Rose (l) (2), se de

muestra que no todos los aminoícidos son de igual importancia

para el organismo, Existe un grupo llamado de esenciales que

no puede ser sintetizado por el cuerpo humanoen cantidades

suficientes por lo cual se hace indispensable su ingestión1



fidemósexisten los aminoácidos no esenciales, los

cuales, aunqueson partes constitutivas de las proteinas, son
sintetizados por el organismosi la ingestión no es suficien
te nara cubrir sus necesidades.

Dc las consideraciones anteriores se deduce la gran

importancia cue tienen los prótidos en la alimentación humana

ya que ellas son las únicas fuentes de aminoácidos esenciales.
Y simultáneamente con estas conclusiones es necesario enfren

tar el problema de la relación entre la demandaalimenticia

de la población mundial y l" producción de cantidades suficiql
tes de alimentos para cubrir este requerimiento.

En este problema ocupa un lugrr preponderante el

consumode prótidos y la importancia de encontrar y estudiar

nuevas fuentes para suplir el lla ado minimoproteico necesa

rio para el mantenimiento de la vida normal del organismo hu

ano, o sea lograr el objetivo: prótidos baratos.

Una forma, auncue parcial, de llegar a una solución

en el problema de la deficiencia de la alimentación proteica

mundial es la producción de hidrolizcdos de diversas proteí

nas o sea mezclas de aminoácidos obtenidos por degradación

hidrolítica. Las proteinas utilizadas para tales fines son sg
lcccionadas dc acuerdo a tres criterios fundamentales. Se tig
ne no sólo en cuenta su contenido en aminoacidos esenciales

compprimer criterio, sino también su facilidad de obtención

y el costo, muchasveces factor decisivo, constituyendo el se

gundo criterio. Según c1 tercer criterio se pueden aprovechar

por m dio de esta transformación una gran cantidad de proteí

nas, las cuales no serían utilizadas en su forma original, pa‘

razones de sabor desagradable, 0to., pero que al estado de

aminoócidos son una contribución importante a la alimentación

humana. La aplicación de estos hidrolizados de prótidos ya es

muyvasta en medicina, emplcóndósclos comoproteínas "predige



ridas“ para aumentar la velocidad de asimilación de los ami

noácidos en enfermos hipoproteinómicos, en enfermedades del

tracto gastrointestinal y del higado. Por el momentolos cos

tos no permiten la difusión comoalimento popular.

Entre los constituyentes de los prótidos cabe seña

lar el acido glutómico, aminoócido no esencial ya que es sin

tetizado por el organismo. Aúna pesar de esto su uso y su

aplicación son amplios de importancia creciente. Desde hace

muchotiempo el glutamato de sodio, o sea la sal sódica del

acido glutámico fuó usada comoagente sazonantc, principal

mente en los paises orientales. Conocido hoy en día en todo

el mundodebido a esta propiedad característica, se ha fomen

tado su obtención industrial alcanzando su producción en los

Estados Unidos a 2000 tn/año.

Según Cairncross (3) pequeñas cantidades de gluta

mato de sodio agregadas a los alimentos aumentan el sabor de

las mismas sin cambiar sus propias características. Ademas

actúa comoestimulante de la superficie de la lengua y de la

cavidad bucal produciendo una ligera sensación de RSpOTOZñs

Este autor clasifica al glutamato de sodio entre los agentes

sazonantes y no entre los condimentos debido a la ausencia de

olor propio.

Galvin (h) hace un estudio comparativo del gusto

del glutamato de sodio en soluciones salinas de diferente con

centración y deduce de ello la necesidad del empleo del pro

ducto conjuntamente con sal. Un analisis completo del sabor

del glutamrto de sodio fuó realizado por Crocker (5), quien

determina a su vez la importancia de la disolución del pro

ducto para obtener resultados satisfactorios.

Debido a estas determinaciones su empleo se reali

za bajo la forma de mezclas con acido glutamico y glicina se

gún Sabine (6), con cloruro de sodio y ócido glutamico (7);

teniendo ademas la ventaja de poder reemplazar la sal en las



dietas exentas de la misma7necesarias en los casos de nefria

tis; según los estudios realizados por Manzier (8),
Aparte de esta aplicación es necesario subrayar que

el acido glutamico aún no siendo indispensable para el orga

nismo, ocupa una posición llave en el metabolismo intermedio

de los glúcidos y los prótidos, Su concentración es maximaen

los tejidos del cerebroí dando lugar estas determinaciones a
Cstudios sobre la relación entre la ingestión del ¿cido glun

tamico y las funciones cerebrales, realizados principalmente
por‘Weil-Malherbe (9) y Waelsch (10). Mediciones realizadas

por Munkpad (ll) en el plasma de personas normales, esquizo»

frónicas y epilópticas han demostrado que la concentración del

acido glutamico es menor en un lO % y en un 5 % en los últi

mos con respecto a los primeros° Debido a estos resultados se
han intensificado los estudios sobre el tratamiento de defi

ciencias mentales con administración de acido glutamico. Se

gún Albert, Hoch y Waelsch (12) se ha obtenido un aumento sig

nificativo en el coeficiente de inteligencia debido a la in

gestión de este aminoácido durante algunos meses en propercig

nes de lO a 20 g° por día cn el caso de niños retardados.

Zimmermann,Buergemeister y Putnam (13) observaron iguales

efectos empleando dosis de 6 a 2h g. por dia durante varios

meses, como también un aumento de capacidad mental en pacien

tes mongoloides por administración de 12 a #8 g. por día duran

to un lapso de seis meses (14).

Pero este empleo terapéutico del acido glutamico de

tanta importancia y valor para el hombretodavía se encuentra

en pleno desarrollo, no pudiendo proveerse hasta el momento

las perspectivas exactas de su aplicación.



MATÉRIAS PRIMAS PARA LA OBTENCIQH DE PROTIDOS

Según su origen las proteínas pueden dividirse en

dos grandes grupos: las animales y las vegetales. Noexiste
diferencia cualitativa decisiva entre ambasclases pero si

cuantitativa, ya que la cantidad de cada aminoácido que inter
Viene en su constitución varia de una a otra. Haciendo expe

riencias para determinar el valor nutritivo de las proteínas

de diferente origen, se observó que las proteínas animales

son mas completas, es decir que proveen al organismo con todos

los aminoácidosesenciales necesarios. Noasí las proteínas

vegetales que en muchoscasos presentan deficiencias, por ejem

plo en lisina comola gliadina, o triptofano comola zeina,

la metionina y la treonina. Debido a esto la ingestión de

prótidos animales se hace indispensable para el desarrollo

normal del organismo, requerimiento que hoy en día está supe

ditado directamente al factor económico, que es decisivo en

muchos casos. Teniendo en cuenta el precio muchomas reducido

de los prótidos vegetales, se ha estudiado la forma de aprovg

charles y de conferirles propiedades de proteinas completas.

Esto se realiza por una parte agregando suplementos
de aminoácidospuro a las proteinas vegetales "inferiores",
aumentando de esta manera el valor biológico de las mismas en

forma considerable° Ejemplos importantes para este procedimien

to son: el agregado de lisina al gluten de trigo y a la ari

na, de lisina y trconina al arroz, de metionina y de lisina a

la soya, de triptofano al maiz.

Pero también se ha tratado, y siempre con el fin de

abaratamiento y del aumento de la cantidad diSponible de pró

tidos completos, el aprovechemiento de proteinas anima es y

vegetales obtenidas comosubproductos en algunas industrias.

Ésto se refiere principalmente a las industrias aCeiteras, in



diferentemente si estas usan comomateria prima pescados o

semillas oleaginosas. Despues de la extracción del producto
primordial o sea el aceite queda en ambos casos como residuo

una harina de alta concentración proteica que puede ser spre

vechada facilmente comofuente alimenticia de bajo costo. Na

turalmente son necesarios diversos procesos químicos para ob

tener una proteina pura y apta para a alimentación humana.

Los procedimientos de extracción de prótidos se basan, descri

bióndolos en rasgos generales, en dos operaciones a saber: la

extracción de las proteinas por medio de diferentes solucio

nes y luego la precipitación dc las mismas en condiciones óp
timas.

Pero este esquema sumamente simple presupone el cong

cimiento de las propiedades químicas de los prótidos en cues

tión, ya que de éstas depende la aturalcza de los agentes

quimicos a emplearse.

Osborne dividió a las proteinas simples en seis

grandes grupos, clasificación utilizada todavía hoy en dia.
Qagúnesta las diferentes clases son:

Solubles en Precipitadas por

Albúminas Agua Saturación con SOh(Ni)2

Globulinas Soluciones salinas Media saturación "diluidas

Glutelinas Acidos y alcalis Acidificacióndiluidos

Prolaminas Alcohol al 70-80 % Dilución con agua.

Histonas Soluciones acidas o
alcalinas acuosas

Protaminas Aguabacidos, alcalisdiluidos.

Es necesario aplicar esta clasificación con algunas

salvedades y restricciones. Principalmente en el caso de las

globulinas y de las glutelinas, por su importancia en este



trabajo, existe el fenómenode interconvertibilidad, lo cual
dificulta una separación nítida entre los agentes de Extrac

ción y de precipitación característicos de cada grupo.
El campoabarcado por el estudio realizado con res

pecto al aislamiento de proteínas vegetales es sumamentevas

to comenzandoa fines del siglo pasado con lostrabajos de

Osborne et al. y Abderhalden, El primero de ellos de dedicó

al estudio de las proteinas del lino (15), del arroz (16),

del trigo (17), de la edestina (18) para nombrar algunas..Aun

que en el presente se siguen en muchos casos los procedimien

tos empleados por estos autores, se han introducido una gran

cantidad de modificaciones debido en parte al aumento del co

nocimiento de las sustancias en estudio y a la evolución de

los elementos de experimentación disponibles.

En el transcurso del tiempo se han estudiado las

propiedades de una gran cantidad de prótidos de los mas diver

sos origenes. Entre estos cabe señalar los trabajos realizados

sobre las proteínas del trigo; gliadina y glutenina, según

Lamour y Sallans (19); Csonka (20); Cross y Swann (21); sobre

las proteinas del algodón por Jones y Csonka (22), Friedmann

(23); siendo ademasde importancia ilustrativa por su exrcti

tud de medición los estudios realizados sobre la proteina del

mani por Honcs y Horne (2h), Danielson (25) y Hohnson y Shooter

(26).

Pero en nuestro caso la mayor importancia reside en

los estudios y experiencias realizadas con el fin de obtener

las proteinas en escala industrial y a partir de harinas de ex

tracción. La atención de los autores se ha concentrado princi

palmente sobre tres materias primas, que son subproductos de

la industria aceitera y utilizadas hasta hace poco únicamente
como alimento de ganado.

Vassel y Nessbitt (27), Page, Painter y Nessbitt (23

y Smith, Hohnson y Becket (29) han estudiado la obtención de



los constituyentes proteicos del lino por mediode extrac
ción con soluciones de cloruro de sodio e hidróxido de sodio

y precipitación ácida; determinando la influencia del pHy

de la temperatura en ambasoperaciones sobre el producto re

sultante y sobre el rendimiento. De aplicación muyvariada y

on cantidades grandes es también lr proteína extraída del

mani; cuyas condiciones de aislamiento fueron determinadas

por Prominski; Laborde y Cormi (30), los cuales determinaron

con todos los detalles las variables influyentes en la extrag
ción. Son de muchovalor los tra ajos realizados por Burnett

y Fountain (31), Arthur (32), et al. (33), y Maeheboefy

Taycau (3h) .

Pero es necesario destacar una tercera semilla Oleg

ginosa; la soya, la cual desde hace mucho tiempo es un alimen

to muyimportante en Asia y cuya influencia alimenticia prin

cipalmente en los Estados Unidos va aumentando rapidisimamen

te. Aparte de ser una fuente de aceite muyvaliosa, sus pro

teínas; glicinina y faseolina, son de elevada calidad debido

a que pueden considerarse comoproteínas completas y compargo

bles en composición a la lactoalbfimina. La obtención a partir

de la harina de extracción está ya muyavanzada; habiéndose

determinado las condiciones de los procedimientos por Smith

y Circle (35), los que han estudiado la influencia del pHen

las soluciones extrayentes; por Smith; Circle y Brother (36)

Y Belter; Beekel y Smith (37).

En el presente trabajo nos hemosdedicado al estu

dio de los métodos de aislamiento de los prótidos contenidos

en la harina de extracción del girasol. Estas proteínas fueron
estudiadas por primera vez por Abderhaldcn (38) quién las

clasificó entre las globulinas, ya que extrajo con una solu

ción de cloruro de sodio al lO %y produciendo la precipita



ción con SOh(NH4)2.Mas tarde fueron aisladas nuevamente por
Osborne y Harris (39) utilizando estos autores los mismosmó

todos y determinando la distribución de nitrógeno. Los estu

dios mas recientes fueron realizados por Uehring (40), Clagget

Y Hoffmann (hl) y Smith y Johnson (#2). Este último trabajo

es de sumointerés, ya que extrae la proteína con solución de

cloruro de sodio y de hidróxido de sodio, procipitando por

diálisis y por acidificación y determinandoconjuntamente la
relación entre ol método de exgracción y la coloración de la

proteína obtenida debida al acido clorogónico.

No existe hasta el momentoningún intento de estu

dio sobre el aprovechamiento industrial en gran escala de es

ta proteina, tema de grandes perspectivas debido a la cantidad

de materia prima disponible, así comoel bajo costo de la ha
rina de extracción.

El girasol ha adquirido cn nuestro pais una impor

tancia excepcional comosemilla oleaginosa, y si bien su cul

tivo fue forzoso durante ia II Guerra para obtener aceite con

mestible, las características del mismoy su bajo precio, lo

transformaron en permanente y de interés nacional. Desde hace

varios años la cosecha de girasol disminuye de un millón de

toneladas a un cuarto de millón aproximadamente, pero esto no

debe interpretarse comoperdida de interes, sino comoerror

de política industrial, oue trató de fomentar la siembra de

maíz para obtener alcohol.

La semilla de girasol está forma por una “pepita“ de

tamañovariable, alrededor de 0.5cm., recubierta por "cáscara‘

celulósica-pentosánica de color crema a negro; con estrías logo
gitudinales oscuras en el primer caso. El aceite se encuentra

en gran proporción en la pepita (50%aproximadamente) y en la
I . o ocascara eX1te menos de l % de lípidos propios donde parecen



predominar "ceras"° La composición aproximada de la semilla

de giraSol en porcentaje en peso es:

a i Í Agua ¿5: - _ .

‘Cascara ; Cascara seca {Boïlcon Agua ‘91 2,o f . d r II. ‘ l

SCHVJJ E [351 L menos de 1% de lpl os p ágggzgahgcéa
fresca a [Agua ch} ' —
lloc] SPepita =Aceite'[32¡ i Pepita secai L65} Ï Pepita seca sin aceite . sin aceite

' i {29.} Í (291
o /

Por estacionamiento, madura,'cambia su consisten"

cia y pierde agua:

{Cáscgra Agua [3] .
' [33] Cascara seca [30] Agua (6

Somíflal , n Agoitc 33fresca Agua [331 Cnscara seca

[100] Pegita {Accito [33] 30]
Pepita seca y sin aceite Pepita seca

‘ L31¡ 31]

En la realidad industrial el procedimiento de lim

pieza quita cerca del 1%de impurezas (tierras; cuerpos ex

traños, etc.) que no vamos a considerar. En cambio interesa

observar la distribución real de los componentesmencionados

de acuerdo a la tecnologia cuyas operaciones son: l) Limpie

za, tamizado y aspiración. 2) Descascarado: rotura; zarandco

con aspiración. 3) Molienda. h) PTCnSPdOen caliente (aceite

de prensas y expeller). 5) Molienda de expeller. 6) Extrac

ción de la harina de cxpeller con solvente (aceite de extrac

Ción y harina de extracción).

Í cáscara [30] (0.5%aceite total)

Aceite de prensas [23]Semilla
fresca _ Accite de extracción
[100] Pe ita Expellcr [#7] [8]

3 ï7cfl Harina de extracción

L ¿323 (0.5% aceite tg

(Expeller y harina son datos teóricos pues el material pierde

agua. El dato real de harina no llega a 35 %).

Comoresultado se obtiene cáscara, aceite y harina
protoi



por tercios. La harina de extracción contiene una cierta

proporción de cáscara que no se ha podido separar (alrededor
del 5%), aceite no extraido (hasta 2%), agua (5v10%), próti

dos vegetales (no %), minerales y aproximadamente 50 % de

polisacáridos.

Las aplicaciones fundamentales posibles son: abo

no, alimento para ganado; medios de cultivo y alimento huma

no; la primera excluida por las otras. La harina de extrac

Ción en nuestro país se exporta a los Estados Unidos con

demandasostenida; sin embargootras harinas de oleaginosas
se utilizan en fermentaciones industriales.

La Camara Gremial de Aceites Vegetales exige un

mínimo de #3 % como suma de lípidos y prótidos, lo cual con

un dato aceptable de lípidos (1%) deja 42 % para proteina.

Esto, con el factor 6.25, por lo cual dado que para prótidos

vegetales se debe utilizar el factor 5.7, La base correcta
exigible entonces para prótidos deberia ser 38 % ¿6.7 fl do

nitrógeno). Es lamentable la confusión producida por el uso

del factor 6.25 que corresponde a prótidos animales y será

muydifícil de eliminar en el uso comercial. Nuestros datos

confirman que el factor a utilizar es 5.7 x N%: prótidos ve
getales.



ACIDO GLUTAHICO

Para obtener acido glutámico en cantidades indus
triales con el objeto de introducirlo en el mercadomundial

comotal o comosu sal sódica, es necesario Seleccionar pro

teinas comomaterias primas de un contenido alto de este ami

noácido. Según Hall (#3) la cantidad de ácido glutamico en

un hidrlizado proteico destinado a estos fines debe ser al

rededor del 12 %, con un contenido muybajo en gluéidos y lí

pidos. Pero esta restricción se hace menossevera si se tie

ne en cuenta que la mayoría de las proteinas disponibles in

dustrialmente exceden este porcentaje prefijado, principalmen
te los granos decnrealcs y las semillas oleaginosas. A estas

consideraciones hay que agregar necesariamente el factor eco

nómico influyente en la selección de la materia prima, ya que

de él depende gran parte del éxito de la industria.

Según Morris B. Jacobs (kh) los porcentajes de

los diferentes prótidos Vegetales son:

ggiggg Proteína % Ac.Glutamico

Maiz Zeína 31.3

Maíz Glutelina 12.7

Avena Mezcla 18°h

Trigo Gluten 25.0

Hcmp. Edestina l9¿2
Maní Araquina 19a5

Soya Glicinina 19,5
Arroz Glutelina 12,7

Pero las principales fuentes aprovechas hoy en día

eh escala industrial con gran exito son el gluten de trigo; c1
gluten de maiz y el agua residual de Steffens, conocido bajo

el nombrode "Steffen's waste water", aunque existen algunos

procedimientos que utilizan la soya (45).

El gluten de trigo es la materia de mayor contenido



en ácido glutámico por lo cual deberia ser la más aprovechada‘
industrialmento. Pero existe el grave inconveniente económico,

que la mayor cantidad de este producto es empleado en otras

industrias alimenticias indispensables y que sólo puede dispg‘

nerse del excedente para las industrias subsidiarias.
Debido a esto se estan empleandootros cereales,

entre los que se destaca principalmente el maiz. Aunqueóste

tiene un porcentaje menor en ácido glutámico puede diaponersc

dc ól en mayor escala, debido a que su influencia en la ali

mentación no es tam importante comola del trigo y además

se puede obtener comoun subproducto de las fábricas de almi

dón en forma directa.

Estudios realizados sobre el “Steffen‘s waste water'

subproducto obtenido después de someter a las melazas de la

remolacha al procedimiento de recuperación de sacarosa, han

mostrado que existe en ellos una cantidad suficiente de pró
tidos que por hidrólisis producen ácido glutémico. La canti

dad de este amino-acido varía entre limites muyamplios, ya

que esta supeditada al origen de la remolacha y a los proce

sos anteriores a que fuó sometida.

Los procesos tecnológicos empleados con las materias

primas anteriormente mencionadas pueden resumirse en el siguien
te esquema general, haciendo la salvodad que en cada caso se

introducen algunas variaciones particualres:

1) La primera operación es la hidrólisis de los compuestos

proteicos, o sea la degradación de los mismoshasta la obten

ción de los aminoácidos. Este proceso puede realizarse emplean

do ócidos, álcalis o enzimas, comoagentes hidrolizantes. El

procedimiento más conveniente y mós comúnes el realizado a

pHbajo utilizándose en la mayoría de los casos la ebullición

con acido clorhídrico concentrado o al 20 % durante 2h horas,

mótodo seguido por Forest Hoglan (#6) y por Manning (#7) Para



el gluten de trigo, y por Meyer (#8) para el gluten de maíz,

aunque existen diferencias en la presión empleada. También se

usa el acido sulfúrico para efectuar la hidrólisis, que tiene
la ventaja de poder ser eliminado totalmente después de la

Operación por tratamiento con hidróxido de calcio o de bari0«

Este método se usa según Morris y Blish (L9). Hoglan Forest

(50) y Manning (L7) para el gluten de trigo. La ventaja del

empleo del ácido clorhídrico reside en que puede ser separa

do por destilación y ser recuperado de esta manera en gran

parte, siendo la ventaja económica importante porque la cantg)

dad de ácido clorhídrico necesaria es menor que la de acido

sulfúrico para llegar a los mismosresultados. El hidrolizado

obtenido contiene huminas en cantidad variable; determinadas

por el contenido de glúcidos en la proteina y por la destruc

ción de cistina y de triptofano.
Tambiénse usan los álcalis comoagentes hidrolizan

tes pero no son aplicables a la obtención del ácido glutamico.

Esto se debe a que durante el proceso se produce la racemiza

ción de los aminoácidos presentes destruyendo de esta manera
el acido l-glutámico, isómero que detenmina la propiedad sa
zonante, ya que la forma dextrógira es inerte.

2) Comopaso siguiente se procode a la separación de las humi

nas y a la decoloración de líquido obtenido. 3) Se concentra

luego el hidrolizado, lo cual se realiza por evaporación del

ácido. Esta operación puede verificarse de varias maneras di
ferentes, ya que en algunos casos se procede previamente a

una neutralización o alcalinización; según Meyer (#8); Chib
nall, Rose, milliams y Boyland (Sl) y Morris y Blish (#9)

para el gluten de trigo. Este métodotiene la finalidad de

precipitar conjuntamente otros aminoácidosyssales orgánicas

e inorgánicas. Otros autores concentran a pHinicial, como

por ejemplo Jacobs (52), para el gluten de trigo, en cambio



Hoglan Forest y Sehlaeger (53) en el caso del Steffen's waste

water trabajan en medio acido muyfuerte para eliminar impu

rezas. Pen) todas estas operaciones y sus variaciones parti

cualres convergen en el paso final o sea h) la precipitación

del acido glutamico a partir de la solución clorhdrica con

centrada y llevada al punto isoelóctrico del aminoácidocon
Siderado.

Según Chibnall, Rose, "illiams y Boyland (51) se

puede efectuar un aislamiento previo en forma de clorhidrato

del acido glutámico, mótodo Que aumenta ponderablemente la

pureza del producto final pero cuyo empleo en la industria

no es muyextenso debido a que la precipitación directa del

{cido proporciona una sustancia de suficiente pureza comercial.

El procedimiento descripto anteriormente no presenta

grandes dificultades en su realización, ya que las diferentes
operaciones pueden ser llevadas a cabo sin que sea necesario

salvar obstáculos graves comoasimismo no se utilizan en nin

gún momentomaterias primas y reactivos costosos que influyen

económicamente en la producción del ócido glutamico. Pero

existe un grave inconveniente en esta industria que se debe

al empleo de ácido concentrado en los procesos de hidrólisis

y luego en la filtración, deeoloración y concentrado. Esto

dificulta enormementela construcción del equipo y hace nece

sario el empleode materiales costosos para disminuir o evi

tar la corrosión, principalmente en el cam) de bombasy cañe

rías. Por esto es de gran ventaja el métodode neutralización

del hidrolizado previo a la concentración. Pero esta solución

no es definitiva y aplicable sólo en ciertos casos, debido a
que la neutralización aumenta considerablemente el volumen de

la solución dificultando la precipitación del ácido, impurifi

candolo con la gran cantidad de cloruro de sodio formada o bien

imponela separación del sulfato de calcio. Es decir que este



método solamente puede ser aplicado a hidrolizados proteicos

de una concentración elevada en ácido glutámico.

Existen muypocos datos e alíticos referentes a la

composición en aminoácidos de la semilla comodc la harina

de extracción del girasol, y, al mismotiempo, son muyesen

Sos los conocimientos sobre el porcentaje del ácido glutímico
en las mismas.

Las primeras determinaciones al rCSpecto fueron

realizadas por Abderhalden y Reinbold (38) quienes obtuvieron

un valor de 13 % con respecto a la proteina aislada con clo

ruro de sodio al lO fi y empleando el método de la precipita

Cióndirecta a partir del hidrolizodo clorhídrico concentrr

do. Estas determinaciones fueron repetidas por Osborne y G11

bert (5h) con un resultado del 21.79 % no existiendo ningún

otro dato bibliográfico complanentnriohasta la fecha.
-0- - 



P A R T E E X P E R I M E N T A L

EXTRACCION DE PROTEINAS DE HARINA DE GIRASOL.

A) Ensayos de extracción de prolaminas:

Método utilizado: Se suspenden 5 g. de harina de gira

sol en 500 ml de alcohol etílico al 70 % y se hierve a reflu

jo durante 2 horas obteniéndose al cabo.de este tiempo una

solución verdosa. Se filtra dosvveces con papel hasta obtener

una solución completamente límpida y se concentra a baja pre

sión manteniendo la temperatura d.rededor de #0 C. El jarabe

obtenido se vierte luego en forma de un chorro fino en un va

so que contiene lOOml. de agua helada con algunos cristales

de cloruro de sodio; produciéndose una leve turbidez y una co
loración amarillanta.

Una parte alícuota de dicha suspensión se evapora

a baño maría hasta sequedad, obteniéndose comoresiduo una

pequeña cantidad de aceite. Ademásla turbidez inicial desa

parece por calentamiento.

B) Extracción con cloruro de sodio

1 - Ensayos cualitativos:

Se extraen 5 g. de harina de girasol con ¿o ml. de

una solución de ClNa al lO %, agitando la suspensión durante

una hora; luego se centrífuga y se filtra el sobrenadante por

papel. Se ogtiene un líquido límpido de color grisáceo que se

reparte en partes alícuotas de 5 mb. en 8 tubos de ensayo. Se

realizan los siguientes ensayos:
A).

a) Con h gotas de alcohol al 96 %: precipitado blanco muy abug
dante.

b) Con h gotas de una solución de sulfato de cobre al 5 %: Pre

cipitado abundante floculoso y de color verde.

e) Con una solución de cloruro de mercurio al 5%: Precipitado



d v

C
V

r)

B.)

grisacco no muy abundante.

Con3 gotas de acido tricloroácótico: Precipitado muyabun
dante de color blanco.

Saturando con cloruro de sodio sólido se obtiene un cntur

biamiento y una espuma abundante por agitación.

Con 5 gotas dc acido pícrico diluido: Precipitado blanco
amarillento.

Se extraen 2 g. de harina de girasol con 30 ml. de una solu

ción de cloruro dc sodio al LO% durante una hora, luego se

centñ.fuga la suspensión, se decanta y se filtra.

o.)

b
V

vC

A 5 ml. del filtrado anterior se agregan 0.3 ml. de acido

clorhídrico concentrado: Precipitado blanco abundante y
floculoso.

Idem con 5 gotas de acido acético concentrado: precipitado

blanco y floculoso.

5 ml. del filtrado anterior se agregan lentamente SOA(NH¿)2
sólido y bajo agitación constante hasta saturación. Se

obtiene un precipitado floculoso grisáceo.
5 mlx del filtrado anterior se calientan en un tubo de en»

sayo directamente a la llama produciéndose coagulación. El

precipitado obtenido es de color blanco y no muy abundñntC,

produciíndose únicamente a temperatura de ebullición.



ESTUDIO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE EXTRACCION CON GlNa

Determinación de los agentes extrayentes:

Se suspenden 1000 g. de harina de girasol en 6 l

de una solución de cloruro de sodio al 10 %, se agita la ma»

Sa durante una hora, manteniendo el pH de la solución igual

a 7 por medio del agregado de NaOHal 1%. Se filtra esta sus

pensión marrón grisácoa por un lienzo obteniéndose un liouido

muyturbio de color marrón oscuro. Este se filtra nuevamente

usíndose vacío y papel de filtra; siendo la solución resul
tante casi completamente límpida. Se obtiene un total de A 1

debido a la cantidad de líquido que embebeel residuo de fil
tración.

1) Precipitación con acido clorhídriño:

En un vaso de precipitado se colocan 250 ml de la

solución anterior los cuales corresponden a 50 g. de harina.

Se agrega lentamente ácido clorhídrico diluido al tercio bajo

agitación constante hasta obtener un pHde h. El precipitado

“JsFue ya comienza a aparecer al agregar la primera gota de .ci
do, es muy abundante, de aspecto floculoso y de color blanco.

Se deja decantar durante 2h horas, obteniéndose un sobrena

dante amarillento y completamentelimpido. Se filtra por va

cío y con papel y se lava el precipitado tres veces con 50 ml

de alcohol al 96 % y tres veces con eter en proporciones do

70 ml. Se obtiene un producto pulvurulento y blanco, que SC
seca en un desecador sobre ácido sulfúrico.

Cantidades obtenidas: laf determinación : 7.25 g.= 1h.5 %
2a. determinación : 7.22 g.: 14.h %

3a.ddeterminación I 7.25 8.3 lho5 fi

2) Brccipitación con ácido acético:

Se procede de la manera anteriormente descripta

usando ácido acético diluido al tercio comoagente precipitan
te.

Cantidades obtenidas: la. determinación z 6.85 g.: 13.75 %



2afdeterminación = 6.80 g.= 13.7 %
3a.ddterminación 1 6.80 g.= 13.7 %

3) Precipitación con sulfato de amonio:
En un vaso de precipitados sc colocan 200 ml. del

eXtracto dc harina con ClNa a pH: 7 y se agregan lentamente y

bajo agitación constante SOh(NHh)2sólido hasta saturación dc
la solución. Se obtiene un precipitado floculcnto grisáceo,

que se deja decentar durante 2h horas; al cabo de las cuales

se filtra por vacio y se lava con alcohol y etcr comoen los

casos anteriores. Se obtiene un producto de color marrón gri

sáceo y dc consistencia muypegajosa dificil de filtrar. El
color se intensifica con los lavados de alcohol y eter.

Cantidades obtenidas: la.determinación : 3.10 3.: 6.2 %

2a.determinación : 3.05 g.= 6,0 %
3a.dcterminación = 3.10 g.: 6;2 %

h) Precipitación por dilución z enfriamiento:
En un vaso de precipitados-de lOOOmlse colocan 200

¡1. dc extracto anterior y se agregan 600 ml. de agua desti

lada calentada previamente a 70 C. Se deja en reposo durante

5 dias a 5 C producióndosc en este lapso de tiempo un depósi

to blanco no muy abundante. Se filtra lavando luego con alco
hol y etor.

Acidificando la capa sobrenadante se produce un

precipitado floculoso y abundante; debido a la insuficiente
precipitación anterior.

gggtidades obtenidas: la.dcterminación : 1.85 g. 2 3.70 %

2a.ddterminación : 1.80 g. : 3.60 fi

3a.dcterminación = 1.80 g. 1 3.60 %

Determinación de la concentración óptimg de la solugión de 0329

l) Extracción con una solución de ClNa al 2 É:

Sc extraen 25 g. de harina de girasol con 200 ml.



de una solución de ClNa al 5 % durante una hora y con agita

ción constante. Se filtra le mezcla agregandoluego al fil

trado grisáceo ácido clorhídrico diluido al tercio hasta

PH: h. Se obtiene un precipitado abundante; que se deja se

dimentar durante 2h horas, se filtra y se leva con alcohol y
luego con cter.

Cantidades obtenidas: la.determinación : 3,17 g.= 12.7 %
2a.determinación = 3,16 ¿.3 12.65 %

3a.determineción 1 3.16 g.: 12.65 %.

2) Extracción con solución de ClNa al 10¿% :

Se procede de la manera anteriormente descripte em«

pleando una solución de ClNa al 10 % como extraycnte.

entidades obtenidas: la.determinación t 3,h5 g.= 13.8 %

2a.determinación = 3sh5 ¿.1 13.3 %
3a.determinación : 3.50 ¿.2 14.0 fi.

3) Extracción con solución de ClNa al 20 %:

Se proccde de la manera anteriormente descriptn em

pleando una solución de ClNa el 20 % como extrayente.

Cantidades obtenidas: la,determinnción : 3.h5 ¿.2 13.3 %
2a.determinación 2 3.h5 8.: 1308 %

3a.determinación 2 3.h0 8.3 13.6 %

Influgggin de la reextracción:
Se extraen 25 g. de harina de girasol con 200 ml.

de solución de ClNe al lO %. El residuo de la filtración es

extraído nuevamente con 100 ml. de ClNa al lO % durante una

hora y con agitación constante. Se filtra y se añade el lí

quido al filtrado anterior; precipitando luego con ácido
clorhídrico diluido al tercio.

Cantidades obtenidas: la.determineción t 3.85 5.: 15.h0 fl

2a,determinación = 3.90 8a: 15.60 %
3a.determinnción 1 3.80 g.= 15.20 %



Tiempo de extracción:

a) Se extraen 25 g. de harina con 200 ml. de una solución de

ClNa al lO % durante 2h horas siguiendo la técnica L terior.
Cantidades obtenidas: la.determinación : 3.35 g. : 13.h0 %

2a.dctcrminación : 3.50 g. : 13.90 %

3a.determinación = 3.h0 g. i 13.60 %

b) Se procede la manera anteriormente descripta pero reextrg'
yendo la harina con 100 ml de la solución dc ClNa al 10 % du

rante una hora; filtrando luego y agregando el líquido al
filtrado anterior.
Cantidades obtenidas: la.determinación : 3.95 g. : 15.65 %

2a.dcterminación 2 3.90 g. 3 15.60 %

3a.dcterminación 2 3.80 g. = 15.20 %

Cantidad de cxtrayentc:

l) Se extraen 25 g. de harina de girasol con 375 ml de solu

ción de ClNa al lO % o sea en una relación dc 12 15.

Cantidades obtenidas: la.doterminación 2 5.85 g. t 2h.20 %

Za.determinación : 5.80 g. = 2h.00 %

3a.determinación : 5.80 g. 2 2h.00 %.

2) Se extraen 25 g. de harina de girasol con 625 ml. de so

lución de ClNa al lO % o sea en una relación de l: 25.

Cantidades obtenidas: la.determinación 2 7.50 g. 1 30.0 %

2a.determinación r 7.55 g. = 30.2 %

3a.determinación = 7.50 g. t 30.0 %

Obtención de la proteína en las condiciones óptimas estableci
Gas:

En un vaso de precipitados se colocan 25 g. dc hardy

na de girasol y se agregan 700 ml. de una solución de ClNa al

lO %. Se agita la suspensión durante una hora, manteniendo el

pH durante todo el tiempo igual a 7 por medio del agregado de



gotas de una solución de NaOHal 0.1 %. Después de este

lapso de tiempo se filtra por vacío; lavando con 20 m1de

ClNa al 10 %; obteniéndose un liquido de color grisácco ver
doso. El residuo se extrae nuevamente con 100 ml de CINEa1

lO % durante una hora; filtrando luego y agregando el líqui

do al filtrado anterior. Se precipita luego la proteina

por medio del agregado de ácido clorhídrico diluido al ter

cio bajo agitación constante hasta pHih medido con papel in

dicador. Se deja decantar durante 2h horas y se filtra luego

por vacio lavando tres veces con 50 ml de alcohol al 96 %y

tres veces con la mismacantidad de eter.

E1 producto obtenido es un polvo blanco y amorfo,

el cual presenta aspecto córneo y color marrón grisáceo si

no se elimina totalmente el agua por medio de levajes con

alcohol y eter.

Cantidades obtenidas: la.determinación: 8.15 g. 3 32.6 fi

2a.determinación: 8.17 g. = 32.7 fi

3a.determinación: 8.15 g. 3 32.6 %

ha.determinación: 8.16 g. = 32.65 %

5a.detcrminación: 8.15 g. : 32.6 %

C.) EXTRACCION CON HIDROXIDO DE SODIO.

L.) EHÉAYOS CUALITATIVOS.

Se mezclan 5 g. de harina de girasol con 50 ml

de una solución de NaOHal 0.2 %; se agita la mezcla durante

una hora; se centrifuga y se filtra el sobrenadante por pa.

pel. Se obtiene un líquido de color verde amarillento; colo
céndose 5 ml. del mismo en cada uno de 8 tubos de ensayo. Sc

hacen luego los siguientes ensayos:
A.)
a) Con h gotas de alcohol al 96 %: precipitado poco abundante.

b) Con h gotas de una solución de sulfato de cobre al 5 %=



B)

precipitado abundante de color verde, siendo el color

producido por todos los reactivos de color azul.
Con una solución de nitrato de plata al 5 %: precipitado

blanco abundante.

Con una solución de cloruro de mercurio al 5 %: preci

pitado blanco abundante.

Conácido tricloroacótico: precipitado blanco abundante.

Con ácido pícrico: Precipitado abundante de color amari
llo.

Se extraen 5 g. de harina de girasol con una so

lución de NaOHal 0.2 % durante una hora, lñego se centrífuga

se decanta y se filtra.
a)

b
v

d
V

vC

f)

5 ml. del filtrado anterior se mezclan con 3 gotas dc áci

do acético concentrado: precipitado blanco verdoso muy

abundante.

Idemcon ácido clorhídrico diluido al tercio: si se agre

ga hasta un szh se obtiene un precipitado de color blanco

verdoso y un sobrenadante verde grisáceo; a pH menor de h

el precipitado es de color rosado y el sobrenadante inco
loro.

5 ml del filtrado se mezclan con 3 ml de agua destilada

no observándose ni precipitado ni turbidez.

No se produce precipitado por el agregado de SOA(NHA)2só
lido.
5 ml. del filtrado anterior se calientan en un tubo de en

sayo directamente a la llama no produciéndose coagulación

alguna.

5 ml. del filtrado se mezclan con SohHgdiluido 1:5. Como

cn el caso del ácido clorhídrico se producc un precipitado

blanco verdoso a pH igual a h y un precipitado rosedo a pH

menor de h.



Do . Io OT-r‘sTACCION_ _
Determinaciónde los agentes precipitantes.
l) Precipitación con ágido clorhídrico.

En un vaso de precipitados so suspenden 25 g. do

harina de girasol en 200 ml de una solución de NnOHal 0.2 %.

Se obtiene una mezcla de color amarillo vcrdoso a pH: ll. Se

agita durante una hora al cabo de la cual se filtra por papel

y vacio obteniéndose un filtrado de color marrón. Se agrega

entonces ácido clorhídrico diluido al tercio gota a gota y

agitando continuamente hasta pH: h. Sc obtiene un precipitado

floculoso blanco levemente verdoso y un sobrenadante Verde

después de haber decantado durante 2h horas. Se filtra en

tonces por vacio y se lava el precipitado tres veces con SO

ml de alcohol al 96 % y tres veces con eter. La proteina nis

lada presenta un color verde inerte; que disminuye por aumen

to de los lavajes con alcohol, hasta obtener un color gris
verdoso.

Centidndes obtenidas: la.determinación: 3.90 g. : 15.7 %

2a.determinnción: 3.9L g. : 15.8 %

3n.determinación= 3.90 g. = 15.7 %

2) Precipitggién con ¿cido acétigg:

Se procede de la manera anteriormente descripta

usando ácido acético diluido al tercio comoagente precipi
tante.

pnntidades obtenidas: la.determinación: 3.h2 g. 2 13.7 %

2a.determinnción: 3.45 g. 3 13.85 %

3a.determinación: 3.45 g. 1 13.85 %.



Wïón óptimoMMde1)WE
Se extraen 25 g. de harina con 200 ml. de una so

lución de NaOHal 0.1 %; siendo la suspensión obtenida de

color verde claro. Se precipita luego con ácido clorhídrico

al tercio comoen las determinaciones anteriores. El precipi
tado es de color blanco y el sobrenadante amarillo, siendo la

proteína aislada del mismoaspecto que las anteriores.

Cantidades obtenidas: la.determinación z 3.55 g, 2 13.k fi
2a.determinación : 3.h0 g. = 13.6 %

3a.determinación : 3.h0 g. 3 13.6 %

2) Extracción con solución de NaOHal AO%.

Se extraen 25 g. de harina con 200 ml. de NaOH

al #0 %. Se obtiene una suspensión amarilla anaranjada muy

viscosa; cuya filtración os sumamentedificultosa. El preci
pitado producido por el agregado de ácido clorhídrico es

blanco mientras que la proteína tiene un tinte levemente
verdoso.

Cantidades obtenidas: la.determinación : 5.15 g. : 20.6 %

2a.detcrminación : 5.16 g. : 20.7 %

Extracciones realizadas con soluciones de NaOHal

l %, 5 %; y lO % dieron resultados iguales que las determina

cionescon 0.2 %.

Determinación de la influencia de la reoxtracción:

Se extraen 25 g. de harina con 200 ml de NaOHa1

0.2 % comoen las determinaciones anteriores. El residuo de

la primera filtración se extrae nuevamente con 100 ml de NaOH

al 0.2 %durante una hora, se filtra y sc juntan amboslíqui



dos, efectuando luego la precipitación, con ácido clorhídrico"
Cantidades obtenidas: landctcrminación : h.32 g.: 17.3 %

2a.determinación 1 h.h0 g.: l7.h %

3a,.determinación : 4,20 g.: 17.25 7;;

Determinación del tiempo dc extracción:

Se mezclan 25 g. de harina con 200 ml. de NaOH

a1 0.2 % y se deja_en reposo durante 2h horas. DeSpuós de

este lapso de tiempo la suspensión presenta comienzos de fer

mentación; ya que desprende olores pútridos y burbujas al a
gitar.

Determinación dc la cantidad de extrayente.

l) Se extraen 25 g. dc harina con 375 ml. de NaOHal 0.2 % o

sea en una relación de l: 15.

Cantidades obtenidas: la.determinación z 7.32 g. : 29.3 %

2a,detcrminación z 7.h0 g. : 29.6 %

3a.dctcrminación : 7.20 go 3 29.1 %

2) Se extraen 25 g. de harina con 625 ml de NaOHal 0.2 % o

sea en una relación de l: 25.

Cantidades obtenidas: laedeterminación : -7.35 g. : 29.65 %,

2a.dcterminación 3 7.35 g. 1 29.65 %

3a.detcrminación 2 7.h0 g. : 29.70 %

3) Extracciónes con mayor cantidad de solvente, o sea en rela

ción l: 50, l: 100, no aumentan el rendimiento.

Determinación del pHde.la precipitación:

Se extraen 25 g. de harina comoen las determinacion

nes anteriores. Se prrcipita la proteína con ócido clorhídrico
I . odiluido al terc1o a pH : l produciéndose un cambio de color



de la solución que se transforma dc verde a rosado. Este vi

raje puede ser utilizado comoindicador y es debido al ácido

clorogenico liberado° La proteína obtenida es de color leve
mente verde.

Cantidades obtenidas: la.determinación : 2.70 g.: 10.8 %
2a.dcterminación z 2.65 g.= 10.7 %

3a.determinación : 2.65 g.= 10.7 %.

Qgtgggión de la proteina en las condiciones óptigps estable
cidas.

En un vaso de procipitados se colocan 25 g. de

harina dc girasol y se agregan 600 ml. de una solución de

NaOHal 0.2 %. Se agita la suspensión durante una hora sien

do la mezcla de color verde amarillento y a PH : l. Se filtra

luego a vacío y por papel; lavando con 20 m1. de la solución

extrayente. El residuo se extrae nuevamente con 100 ml. de

NaOHal 0.2 % durante una hora; filtrando y agregando el lí

quido al filtrado anterior. Se precipita luego la proteína

con ácido clorhídrico diluido al tercio a un pH = h; medido

con papel indicador. Se deja decantar durante 2h horas al

cabo de las cuales se filtra por vacío y se lava tres veces

con 50 ml. de alcohol al 96 % y tres voces con igual canti

dad de eter.

Se obtiene un producgo pulvurulento amorfo de

color verde grisáceo; debido al ácido clorgónico propio de

la harina de girasol. Debeeliminarse totalmente el agua del

producto final para evitar el aspecto córnea que presenta en
caso contrario.

Cantidades obtenidas: lacdeterminación 2 7.76 g. 2 31.1 %

2a.determinación = 7.77 g‘ 3 31o2 %

3a.determinación t 7.77 g. i 31.2 %

ha.determinación = 7.76 g. 1 31.1 %



5a.determinación z 7.76 g. z 3lll %.

D.) EXTRACCION CON AGUA,

l) EfifiAYOS CUALITATIVOS.

Se mezclan 5 g. de harina de girasol con 50 ml.

de agua destilada; se agita durante una hora; se contrifuga

y luego se filtra por papel. Se obtiene un liquido de color

grisácoo que se reparte en porciones de 5 ml. entre 8 tubos

de ensayo y se hacen los siguientes ensayos:

A.)
a) Con A gotas de alcohol al 96 %: no se observa turbidez ni

precipitación en la solución.

b) Con A gotas de una solución de sulfato de cobre al 5 %:

precipitado no muy abundante.

c) Con una solución de nitrato de plata al 5 %: precipitado
abundante.

d) Con una solución do cloruro dc mercurio al 5 %: Precipita

do abundante de color blanco.

e) Con ácido tricloroacético: precipitado muyabundante blan
co.

f) Por saturación con cloruro de sodio sólido: no se obtiene

precipitado ni enturbiamiento de la solución.

g) Con algunas gotas de acido pícrico: precipitado abundante
amarillo.

B.) Se extraen 5 g. de harina de girasol conS 0 ml

de agua destilada durante una hora, se centrifuga la suspen
sión, se decanta y se filtra por papel.
ñ) 5 ml. del filtrado anterior se mezclan con ácido clorhi

drico diluido al tercio. Se produce un precipitado blanco

a pH: h.5 que se disuelve lentamente por ulterior agrega
do de acido.

b) Idem para el agregado de acido acético.



c) A 5 ml. del filtrado se agregan lentamente una solución

de NaOHal 0.5 %. Se produce primero una turbidez ligera

con cloración amarilla de la solución, al aumentar la al

calinidad desaparece dicha turbidez y la solución se tor
na verde.

d) No se produce precipitado ni enturbiamiento por el agre

gado de SOh(NH¿)2 sólido.
C) 5 ml. del filtrado se calientan en un tubo de ensayo a la

llama directamente, produciéndose un enturbiamiento a 60 C,

Cue se intensifica a medida que aumenta la temperatura y

sc obtienen flóculos blancos a la temperatura de ebulliw
ción.

ESTUDIO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE EXTRACCION CON AGUA.

Determinagiónde los agentes precipitantes.
1) Precipitación con ¿sido clorhídrico.

En un vaso de precipitado se colocan 25 g. de ha

rina de girasol con 200 ml. de agua destilada; evitando así

toda influencia de sales disueltas. Se agita la suspensión

cuyo pH es igual a 7 durante una hora; obteniéndose un color

gris de la misma. Luego se filtra por vacío y se precipita

con acido clorhídrico diluido al tercio a un pH: h.5. El pro

cipitado obtenido es de color marrón claro y el sobrenadante

amarillo. Se deja decantar durante 2h horas; se filtra y se

lava tros tcces con 50 m1. de alcohol al 96 % y tros veces
con eter.

Cantidades obtenidas: la.detorminación: 1.60 g. = 6.h %

2a.dcterminación: 1.65 g. 1 6.5 %

3a.determinación: 1.65 g. = 6.5 %.

2) Precipitación con acido acético:

So procede de la manera anteriormente doscripta

usando ácido acético diluido al tercio comoagente precipitan
te.



ggntidadcs obtenidas: la.detcrminación: 1.55 g. 2 6.h %
2a.determinaeión: 1.60 g. : 6.6 %

3a.determinación: 1.50 g. : 6.2 %

3) Precipitggión por calentggiento:
Se extraen 25 g. de harina de girasol con 200

ml. de agua destilada durante una hora,.se filtra por vacío
y se calienta el líquido. A la temperatura de 55 C comienza

el enturbiamiento de la misma; que aumenta a medida que se

eleva la temperatura hasta obtener a 100 C un precipitado

blanco no muy abundante.

Cantidades obtenidas: la.determinación: 0.95 g. 1 3.85 %

2a.determinación= 0.9.5 g. = 3.85 7%

3a.determinación: 0.90 g. : 3.80 %

Determinación de la influencia de la reextgagción:
Se hace la extracción de la misma manera que en

las determinaciones anteriores. Luegose suspende el residuo

de la filtración y en 100 ml. dc agua destilada y se agita

durante una hora. Se filtra y se agrega el líouido al fil

trado anterior, precipitando a continuación con ácido clorhí
drico.

Cantidades obtenidas : la.determinación: 2.20 g. = 8.8 %

2a.determinación: 2.20 g. 2 8.80 %

3a.determinación: 2.30 g. 3 9.00 %

Determinagión de la cantidgd del extrayente.

1) Se extraen 25 g. de harina de girasol con 375 ml. de agua
destilada o sea en una relación de l: 15, precipitando luego
con ácido clorhídrico.

Gantiggges obtenidas: la.determinación: 2.15 g. : 8.6 %

2a.determinación: 2.15 g. : 8.6 %



3a.determinación= 2.30 g. = 8.8 %.

2) Se extraen 25 g. de harina con 625 ml. de agua destilada

o sea en una relación de 1: 25.

Cantidades obtenidas: la.determinación: 2.25 g. : 9.o %

2a.determinación: 2.25 g. 1 9.0 %

3a.detcrminación: 2.25 g. : 9.0 %

Determinacióndel tiquo de extracción:

Se mezclan 25 g. de harina con 200 ml. de agua

destilada dejando la suspensión en reposo durante 2h horas y

siguiendo luego con el método de las determinaciones anterigp
res.
Cantidades obtenidas: 1a.determinación: 1.65 g. : 6.6 %

2a.detcrminación: 1.60 g. 2 óoh %

3a.determinación: 1.65 g. z 6.6 fl.

Obtención de la proteina en las condiciones óptimas estable
cidas:

Se extraen 25 g. de harina de girasol mezelándolas

con 600 ml do agua destilada; obteniendo una suspensión a pH

7, que se agita durante una hora. Se filtra luego por vacio

obteniéndose un liquido de color grisáeeo. El residuo de la

filtración se extrae nuevamente con 100 ml de agua destilada

durante una hora, filtrando y agregando el liquido al ya exig
-tente. Se precipita luego le proteina agregandoácido clor

hídrico diluido al tercio hasta pH: h.5, obteniéndose un pre
cipitado que se deja decantar durante 24 horas. Se filtra en

tonces y se lava con tres porciones de alcohol al 96 % de

50 ml. y tres veces con igual cantidad de eter.

La proteina obtenida comoproducto final es deco
lor netamente blanco.



Cantidadcs obtenidas: la,detcrminación: 2.49 g. z 9.9 %

2a,detcrminación: 2.50 g. : 10 %

3a.detcrminación: 2.5 g. = 10 %

..determinación: 2.h9 g. 3 9.9 %

5a.determinación: 2.50 g. : 10 %.

pETERMINACIQfigDE NITEQQENO POR EL METODO DE KJELDAHL.

METODO USADO:

Se mezclan en un balón dc Kjeldahl 2 g. de muestra,

0.5 g. deselenio; 0.25 gi de sulfato de cobre y 20 ml. de

ácido sulfúrico concentrado; y se calienta hasta la obtención
de una solución límpida e incolora. DeSpuósde enfriar se

diluye con agua hasta 100 m1.; utilizando partes alicuotas
para las determinaciones posteriores.

Se colocan 25 ml. en un balón de destilación, se

alcaliniza con NaOHconcentrado y se destila el amoniaco li

berado, recogiéndolo cn 50 ml. de ácido sulfúrico 0.1 N. Se

titula el exceso de acido sulfúrico con una solución de NaOH
0.1 N.

RESULTAHJS OBTENIDOS :

Muestra Cantidad ml NaOH %N %Proteína
usada 0.1N f10-998 f: 5.7

Harina de girasol 0.5 g. 25 7.1 39,6
Proteina extraída
conClNa. 0.5 g. 9:8
Proteina extraída
con NaOH 0.5 g. 11.8 10.7 61.1

Proteina extraída
con agua 0.25 g. 30.0 16.8 95.8

Promedio de nueve determinaciones en cada caso.



DETERMINACIOY DEL ACIDO GLQEAMLQQ

l.) Clorhidrato del acido glutémigg¿
En un balón se colocan 5 g. de la sustancia a

analizar y se agregan 20 ml. de ácido clorhídrico concentra

do, se hierve la mezcla a reflujo durante 6 horas, obtenién

dose al cabo de este tiempo un líquido de color negro. Se

deja enfriar y se agrega al liquido tibio 2 g. de carbón

decolorante; que se deja actuar durante media hora. Luego se

filtra por placa filgrante empleandovacío y lavando el resi
duo con 5 ml de ácido clorhídrico concentrado. El filtrado

obtenido de color levemente amarillo se concentra a vacio

hasta la mitad de volumen y se mrntiene durante doce horas a

0 C. Se separan los cristales obtenidos por filtración a tra

vés de papel endurecido, dejándolos luego durante h a 5 horas

en un desecador con hidróxido de potasio.

Para purificar el producto se lo disuelve en agua

caliente en una proporción en peso de 1:1, se decolora con

Carbón y se agrega acido clorhídrico concentrado en relación

121.3. DeSpuós de mantener al líquido durante 12 horas en la

heladera, se obtiene un precipitado blanco que se filtra y
se lava con algunas gotas de ácido clorhídrico.2.)MM

Se disuelven los cristales anteriormente obtenidos

en agua y se agrega anilina en una proporción (expresada en
moles) de 0.2 moles de clorhidrato anterior: lil moles de

agua: 0.2 moles de anilina. Se calienta la mezcla durante al

gunos minutos, se enfría y se agrega alcohol etílico absoluto

en la misma cantidad que el agua empleada anteriormente. El

ácido glutámico comienzaa precipitar casi instantáneamente;

dejándose al frío h horas para completar la precipitación. Se
filtra luego, lavando con algunos ml. de alcohol absoluto y
secando en un desecador.



La pureza del ácido glutámico obtenido sc Verifica

por medio de la cromatografía en papel; empleándose en este

caso el método ascendente monodimensional. Se usa papel

WhatmanN 1; como solvente una mezcla de butanol; ácido acé

tico; agua en proporciones de hO:lO:50 en volumen y revelando

con una solución de ninhidrina al 0.2 % en butanol. Se usó

comotestigo en estas determinaciones una solución de ácido

glutémico puro en ácido clorhídrico diluido.

Rf del ácido glutámico en muestra: 0.19

Rf del ácido glutámieo testigo : 0.19.

RESULTADOS OBTENIDOS:

Muestra Cantidades Clorhid. Ac.Gkut.
usadas Ac.G.

Proteína ext.
con ClNa s g. 0.550 g. 0.380 g. 7.6

Proteína ext.
con NaOH 5 g. 0.585 g. 0.410 g. 8.2

Harina de
girasol 5 g. 0.2h0 g. 0.170 g. 3.h

Comocl extracto de ClNa representa el 31 %del total de la

harina; su porcentaje en ácido glutémico se transforma en

2¿&_Z respecto la harina. En el caso del extracto de NaOH

el porcentaje es 2.2 í respecto de la harina.

EEIÉENINACION DE AMINOACIDOS ESENCIALES POR CROMÁTOQBAFIAEH

Mi:
Para determinar los aminoácidos esenciales en la

harina de girasol se emplea la cromatografía cn papel según

el método descendente, aplicándolo a hidrolizados de harina;

de proteína extraída con ClNa al 10 % y con NaOHal 0.2 fl.

Aparatos y rgggtivos usados:

Aparato de cromatografía descendente: El aparato



censistc en un cilindro de vidrio de hs cmde algura y lÉ cm

de diámetro; ccrrado en su parte superior por medio de una

placa de vidrio engrasada en sus bordes de contacto. En su
interior ae coloca una navecilla de metal inoxidable soste

nida por dos varillas de metal.

Papel Whatman N l.

Solvente: Butanol; Acido acético, Agua¿0:10:50 (volumen).
Revelador: Solución de ninhidrina al 0.2 %en butanol.

Soluciones standard de aminoácidos esenciales: l mg/ml en

ácido clorhídrico 0.02 N.

Soluciones a analizar: Se hidrolizan l g. dc muestra con 20

ml. de ¿cido clorhídrico 6 N durante 2h horas; se evapora el

ácido por destilación a vacío obteniéndose un residuo ncgruz

co; que se deja en el desecador durante 3h horas. Luego se

disuelve en 10 ml de agua destilada caliente; se agregan

200 mg. de carbón; se filtra y se evapora nuevamente a vacio

hasta sequedad disolvióndose el residuo en 10 ml de alcohol

isopropilico al lO %. La solución obtenida tiene una concen
tración de 100 mg/ ml. Para las determinaciones cromatográfi
cas se usan en dilución de 1:10.

'R

Mótodo usado: Se cortan tiras de papel “hetman N 1 de lo cm.

de ancho y 35 cm de largo y se traza una linea a h cm del

borde más angosto. Sobre la misma y con distancias de 2 cm

se aplica 1a solución a analizar comotambién las soluciones

standard. La cantidad empleada on cada caso es de 10 l apli»

cados con una micropipeta en fonma de una mancha de 0.5 cm.

de diámetro. Sc coloca entonces la tira de papel así prepara

da en la navocilla y se sujeta por medio dc un pedazo de vi

drio rectangular; quedando de esta manera uno de los extremos

de lc tira en el interior de la navecilla mientras que el
resto de la mismapende en el interior de la cámara. La nave



cilla se llena de solvente, colocéndosc en el fondo de la

cámara la fase acuosa del mismocon el fin de saturar la at
mósfera. Se cubre la camara y se deja correr el solvente

hasta que su frente haya avanzado 32 cm, para lo cual son

necesarios 15 horas. Después de este lapso de tiempo se sa

ca el papel y se seca a la temperatura de 60 C, mediante un

ventilador eléctrico. Se procede luego al revelado pulveri

zando homogéneaente sobre el papel la solución de ninhidri

na y secando a 100 c durante una hora. Se obtienen manchas

de color púrpura o rojizo, calculándose a partir de las mis

mas el Rf. correspondiente a cada aminoácido.

Rf obtenidos:

Aminoácido Testigo Harina de Proteina Proteína
girasol ext.c/01Na ext.c7Na0H

Lisina 0.056 0.0565 0.056 0.0562

Histidina _0.073 0.073 0.073 0.073

Arginina 0.088 0.089 0.088. 0.089

Treonina 0.19 0.19 0.19 0.19

Triptofano 0.h8 Ooh78 0.h8 0.h81

Tiresina O.h5 0.h5 O.h5 0.k5

Valina 0.h2 0.42 O.h2 0.h2

Mutionina 0.51 0.51 0.51 0.51

Fenilalanina 0.60 0.60 0.60 0.60

Isoleucina 0.63 0.63 0.63 0.63

Leucina 0.64 0.6h 0.6h 0.6h

Cromatografía circular:

Comodato adicional se determinaron los aminoáci

dos esenciales por medio de la cromatografía circular.

Aparatosgy reactiVOs usados: Aparato de cromatografía circular:



consiste en un desecador comúncon reborde interior.

Papel “batman N l.

Solvente: Butanol, Acido acético, agua AO:lO:5O (volumen).

Revelador: Solución de ninhidrina al 0.2 % en butanol.

Soluciones de hidrolizado a analizar de harina de girasol?
de proteina extraída con ClNa al 10 % y con NaOHal 0.2 %,

preparadas comopara la cromatografía descendente monodimen
sional.

Métggg_gmplgaggz El papel circular se prepara aplicando en

el centro del mismolo l de la solución a analizar por me
dio de una mieropipeta. Se corta luego una tira de papel en

forma radial de O.h cm. de ancho y 5 cm. de largo, la cual

se dobla perpendicularmente al papel. En el interior del de

sccador se coloca un recipiente conteniendo la fase acuosa

del solvente y una caja Petri que contiene este último. Se

apoya entonces el papel preparado sobre cl borde interior del

desecador de tal forma que la tira recortada esté sumergida

2 cm en el solvente permitiendo de esta manera el ascenso

del mismoy su expansión radial por el papel. Después de 15

horas el frente del solvente ha recorrido 9 cm, se da por

finalizada entonces la operación, se seca el cromatogramaa

60 C durante media hora con un ventilador electrico, se re

vela pulverizando con una solución de ninhidrina y se seca

nuevamente a 100 C durante una hora. Se obtiene una serie de

bandas concóntricas cuya posición determina cl Rf caracte
rístico de cada aminoácido.
Resultados obtenidos:

Aminoácidos Testigo Experimental

Lisina 0.22 0.223

Histidina 0.23 0.23



Arginina

Trcpnina
Triptofano

Tirosina
Valina

Motionina

Fenilalanina
Isolcucina

.Lcucina"

0.25

0,36

30,47

09h5
0.62

0.55

0.66

0.7h

0.74

0.25\

0.36

0,469
0.L5

0.62

0,55
0.66

0.736

0.736



D I S C U S I 0 N D E L 0 S “R E S U L T A D 0 S

Métodos de extracción:
Para la elección de los métodos de extracción de

las proteinas de la harina de girasol nos hemosbasado en un

principio en la clasificación de Osborne, la cual agrupa a

las proteinas según sus diferentes solubilidades en medios

específicos para cada caso, refiriéndose únicamente a pró

tidos aislados previamente. Para el presente trabajo son de

especial importancia las albúminas, las globulinas y las glu

telinns, debiéndose tener en cuenta que las primeras de ellas
no son solamente solubles en agua sino que también cn solu

ciones salinas y álcalis diluidos. Esto trae comoconsecuen

cia la dificultad de obtener proteínas puras por extracción
con cloruro de sodio e hidróxido de sodio. Ademáses necesa

rio destacar que durante el proceso de extracción las globu
linas y las glutelinas Puede producirse una transfiormación de

unas en otras, disminuyendoen cierto grado la limitación cs

tricta impuesta por los agentes extrayentcs.
La separación de los prótidos de sus soluciones

Se realiza por fenómenosde precipitación, los cuales no pro

sentan los mismoscaracteres específicos que los de solubili

zación. Uno de los métodos más generales y más usados en las

obtenciones industriales es la precipitación por acidificación,
según la cual se lleva la solución proteica a su punto iso

elóctrico correspondiente a la mínimasolubilidad de la preto;
na. Comoes fácil deducir la aplicación de este método lleva

a la obtención de rendimientos máximos ya que no produce un

fraccionamiento de las mezclas proteicas en solución. Pero ca

be señalar que existe un precipitante específico para las glo

bulinas ya que pueden separarse en forma casi pura por extrac

ción con ClNa y precipitación con SOA(NH4)2.
Aplicando estas deducciones a los resultados obteni



dos en el presente trabajo podemosconcluir que las fraccio

nes proteicas aisladas por extracción con soluciones de ClNa

Y NaOHy con agua y subsiguiente precipitación por acidifi

cación no pueden considerarse como puras sino comomezclas

de prótidos.
Existe ademásuna considerable diferencia entre

el porcentaje en proteinas existentes en la harina de gira
sol doducida a partir de las determinaciones de nitrógeno y
la cantidad aislada de la misma. Este fenómeno se debe a la

desnaturalización sufrida por las proteínas producida en

parte por los procesos de extracción de aceite a las que fuó

sometida la semilla, como asimismo, aunque en menor propor

Ción, a la acción de los agentes extrayentes.

En el siguiente trabajo hemosempleado técnicas

utilizadas previamente en el aislamiento de prótidos de semi

llas oleaginosas; es decir; que no fueron empleados mótodos

específicos para la sustancia en estudio. Se tomaron como

punto de partida los trabajos de Abderhalden et al. y Osbor

ne et al. (55), los cuales; aunque realizados a comienzos de

este siglo son la verdadera base de toda investigación en

este campoy han determinado las técnicas fundamentales en

el cstud.o de los prótidos.

En el caso de las prolaminas se adoptó la técnica

de Hoffmann (56), para el arroz, semejante a la empleada por

Jones y Horn (2h) para el mani y Csonks (20) para la avena;

pudiéndose observar de esta forma la ausencia de este grupo

do proteínas en la harina de girasol.

La presencia de globulinas fué determinada por en

sayos cualitativos de extracción con cloruro de sodio al 101%

reactivo clásico de este grupo de prótidos; aunque fueron

estudiadas otras concentraciones del mismo comodato compara

tivo. Para la precipitación de las globulinas fueron ensayados



diferentes métodosexistentes en la bibliografia, comola

precipitación por dilución y enfriamiento según Svedberg y

Stamm(57) para la edestina; mótodo que no tuvo resultados

satisfactorios. Igualmente fué intentado el empleode sulfa

to de amoniósólido a diferentes saturaciones, citado por

Jones y Csonks (22); Danielson (25), Jones y Gersdorff (59),

Johnson y Shooter (26) y Johns y Gersdorff (58) pero la

proteina obtenida no presenta propiedades y rendimiento com-x

parablo. El mejor mótodoencontrado es la precipitación por

agregado de ácido; determinando experimentalmente que el em

pleo de ácido clorhídrico; recomendado por Macheboef y Tayeau

(3h); Vassel y Nessbitt (27) y Johnson y Shooter (26) es su

Pcrior al de ácido acético; debido a los mejores rendimien
tos obtenidos.

Las glutelinas de la harina de girasol fueron

disueltas en una solución de hidróxido de sodio al 0.2 %;

concentración óptima entre varias ensayadas; y empleada

igualmente por Friedmann (230 para el algodón y la soya.

Concentraciones más elevadas son poco convenientes debido a

que las soluciones esposas producidas dificultan las opera

ciones posteriores y la gran cantidad de ClNaproducida du

rante la precipitación con ácido clorhídrico impurifica el
producto final. Igual que en el caso de las globulinas y

por iguales razones se prefirió la precipitación con ácido
clorhídrico; recomendada por Smith; Johnson y Beckel (29).

Fountain y Burnett (31) y Irving; Fontain y Markley (60).

Jones, Gersdorff, Johns y Fink (61) para el ca

so de limabean como asimismo Cross y Swann (21) en el caso

de trigo; separan las albúminas por extracción con agua des

tilada y precipitando con acidificación y coagulación el

primero y por acidificación el segundo. Por experiencias rea

lizadas hemosadoptado el último de ellos, debido a las can



tidades obtenidas y siendo además el método mas fácilmente

controlable.

Obtención del ácido glutámico:

Se determinó el contenido en ácido glutámico en

la harina de girasol comoasimismoen las proteínas aisla

das por extracción con ClNa al lO %, con NaOHal 0.2 % y

agua destilada, empleando el mótodo descripto por Harold

King según "Sintesis Orgánicas". Las ventajas de este méto

do residen en la simplicidad de sus operaciones, ya que se

obtiene el acido glutámico directamente por precipitación

del clorhidrato a partir del hidrolizado proteico sin nece

sidad de un aislamiento previo en fonna dc sales de calcio,

según Chibnall, Rose, Williams y Boyland (51) o como salcs

de bario descripto por Winton y Winton.

La obtención del ácido glutémico en forma de dos

etapas o sea precipitación comoclorhidrato y luego trans

formación en acido libre por neutralización de su solución

acuosa hasta el pH de su punto isoeléctrico es mas conve

niente en el presente caso que la precipitación directa a

partir del hidrolizado llevado a pH3.2, ya quc para este cs

necesario una intensificación de la concentración que produ

ce un aumento de la coprecipitación de ClNa.

Método de analisis de los_gmingfipidosz

Para determinar cualitativa y cuantitativamente

los aminoácidosexistentes en los hidrolizados proteicos

fuó necesario vencer innumerables dificultades debido prin

cipalmente a la semejanza de las prepiedades de dichos com

puestos.

Los primeros trabajos realizados a comienzos de

este siglo tuvieron comoresultado la separación de la cis

tina y tirosina, aunque en forma incompleta, por medio de



la cristalización fraccionada. Emil Fischer (62) en 1901
aplicó por primera vez la tócnica general de llevar a cabo

la separación de una mezcla de aminoácidos en diferentes

subgrupos y proceder luego al estudio de cada uno de ellos.

El método propio consiste en la transformación de los ami
noácidos en los clorhidratos de los ósteres etílicos por

medio de alcohol absoluto y ácido clorhídrico gaseoso. Los

compuestosformados son liberados del ácido libre, extrai

dos con eter y destilados a vacío, ya que los ácidos amina

dos libres no son suficientemente volátiles para ser desti

lados. Se obtienen diferentes fracciones según la tempera

tura y la presión a la cual se lleva a cabo la operación,

incluyendo cada una de ellas varios óstres que luego deben

ser separados; utilizando diversos mótodosde aislamiento.
Los inconvenientes de este mótodo residen en el bajo poder

de separación de la destilación a vacio, y, debido a esto,
a la laboriosidad de sus tócnicas.

Iguales fines tuvo el trabajo de Dakin (63), el
cual empleó alcohol butilico para extraer los aminoácidos

de sus soluciones acuosas separando el grupo de los ácidos

meneamino-monocarboxilicos más solubles en el alcohol que

cn el agua.

Van Slyke perfeccionó un método (6h) según el cual

se determina la distribución del nitrógeno en los hidroliza

dos proteicos. Se obtienen echo fracciones y datos, los que

incluyen: el nitrógeno amidico; el dc las huminas; de la

arginina, de la cistinr, de la histidina; de la lisina, ni
trogeno aminico y nitrógeno no aminico. Este mótodo tiene la

ventaja de no estar supeditado a las pérdidas producidas por
el aislamiento individual de'los aminoácidosya que fracciona

solamente el nitrógeno totale Los resultados obtenidos en

muchos casos son demasiado elevados debido al hecho de que



no se estima el nitrógeno contenido en sustancias desconoci

das; distribuyendo los valores obtenidos entre las conocidas.
Entre otros métodos que utilizan la separación de

los aminoácidos en subgrupos deben ser nombrados: la absor

Ción selectiva de los aromáticos sobre carbón según Tiselius

(65), separación de los basicos por intercambio iónico por '
Turba (66) y resinas sintéticas por Block (67) y Wieland (68),

tambiín utilizadas para dicarboxílicos por Freudenberg (69) y

Cannan (70).

Existen un gran númerode reacciones especificas

para cada uno de los aminoácidos, ya sea reacciones de preci

pitación o de coloración. Los métodos gravimótricos usados

para separación de aminoácidos comprendenentre otros la

precipitación de la histidina con ácido 3-4 diclorobencensul

fónico según Vickery (71), de arginina con acido flaviánico,

Kosscl y Gross (72), triptofano con sulfato de mercurio de

terminado Cony King (73), glicina comooster etílico, clor
hidrato, realizado por Fischer (7h), de prolina comorodani

late por Bergmann (75), y del ácido aspartico como complejo

de cobro según la técnica de Town(76).

Las determinaciones colorimétricas de los aminoáci

dos han aumentado enonmemente cn importancia en los últimos

tiempos habiendo sido recopilados por Block (77), debido que

para ellos es necesario menor cantidad de sustancia que en

el caso de las determinaciones gravimótricas. El grave incon
veniente de estas reacciones está en la interferencia a las

ouexestín expuestas, principalmente si se tiene en cuenta que

las determinaciones so realizan siempre sobre mezclas comple
jas.

Una contribución muyimportante a esta clase de

análisis son los métodosmicrobiológicos, los cuales utilizan
microorganismos no capacitados para sintetizar el aminoácido



en estudio, Las técnicas se basan en la relación entre la

velocidad dc crecimiento de los diferentes microorganismos,

comopor ejemplo el Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus

faecalis, Lactobacillus arabinosus, etc., y la concentración
de los aminoácidos a determinar que se agregan en diferentes

concentraciones a los medios de cultivo exentos de ellos.
El uso de isót0pos en las determinaciones de amino

ácidos ha abierto grandes posibilidades para su análisis. En

este método introducido por Rittenberg y Foster se agrega
a una mezcla de aminoácidos una cantidad conocida de amino

15 o Cll+¿cido a analizar, la cual contiene N . Aislando luego

una muestra del mismo y determinando en la misma el conteni

do de isótopos, se puede deducir la concentración total de
la sustancia en estudio.

Los métodos modernos más empleados en el análisis

de los aminoácidos son los cromatogrñficos, cue permiten la

Separación de las mezclas en grupos o componentes individug

les, que luego son analizados por uno de los métodos.descrip
tos anteriormente. La cromatografía se realiza generalmente

sobre carbón, óxido de aluminio, sílicagel, según Martin y

Syngo (78) y almidón, cuya técnica fué detallada por Moore

y Stein (79).

Consden, Martin y Gordon (80) fueron los primeros

en aplicar los resultados obtenidos en las determinaciones

anteriores ala cromatografía en papel, método que ha sufrido

desde entonces innumerables variaciones y mejoras en su téc

nica. La cromatografía puede ser ascendente o descendente y

a su vez realizarSe en forma monoo bidimensional. La técni
ca ascendente, cuya ventaja es principalmente la simplicidad

del aparato usado, es recomendada por Williams y Kirby (81),

Rockland y Dunn (82), y Kowkabanyy Cassidy (SB) para dote;
minacioncs en escala chica, y Rcindel y Heppe (8h), Bode,



Huebner, Brueckner y Holver (85) para el caso de cromatogra
fía monodimensional. La cromatografía bidimensional ascendeg

te es usada en caso de separaciones nitidas de mezclas com

plejas comopor ejemplo las determinaciones de Wolfson (86),

a (67) y Datta (88). Los datos de Rf obtenidos por el métg

do descendente son más fácilmente reproducibles, debido a la

poca influencia de la calidad del papel usado, lo cual da a

este método un alcance cualitativo muchomás extenso que el
del ascendente. Fué aplicado por MacFarren y Mills (89),

Mac Farren (90) y Bull, Hahn y Baptiste (91) debiendo des

tacarse los resultados obtenidos por Dent (92) al estudiar

el comportamiento de 60 aminoácidos con el empleo de esta
técnica.

Los solventes usados cn los métodos cromatográfi

cos son principalmente los no miscibles en agua, entre los

cuales se destacan ul fenol, recomendadopor Block (93),

Walker (9#) y principalmente en el caso de cromatografía bi

dimensional conjuntamente con colidina. Este sistema ha dado

resultados satisfactorios recopilados por Kowkabanyy Cassi

dy (83), Dent (95), Dent, Stcpka y Stewart (96). Otros sol

ventes muyusados son el sistema fenol-lutidina, según

Fowden (97), Boissonas (98) y Block (99) Para dotcrminaCiO‘

nes bidimensionales y la mezcla butanolzácido acéticozagua

según Schwortfeger (100), Levy y Chung (101) y que tiene su

principal aplicación en las determinaciones monodimensiona

les descendentes.

En el presente trabajo hemos adoptado el método

descendente debido que los datos de Rf son más constantes y

de mejor valor comparativo que los que se obtienen en deter

minaciones con el método ascendente. El papel de filtro ele

gido fue el WhatmanN l, que es el más usado para el análisis

de los aminoácidos con solventes no miscibles en agua y que



ademas tiene una velocidad de corrimiento adecuada para el

sistema en cuestión.

De los numerosos solventes aplicables a estas de

terminaciones fué empleada la mezcla butanol, ácido acético,

agua en proporción en volumen #0210250, ya que reúne una

gran cantidad de ventajas con rc5pecto al fenol y a la coli

dina. Con este Solvente hemosvisualizado manchasbien deli

mitades, reveladas con ninhidrina preparada según Consden

(102); que permiten el estudio de cantidades muypequeñas

de aminoácidos; además no produce manchas propias y no tiene

una persistencia tan prolongada en el papel comoen el caso

del fenol. Una de las propiedades mas importantes de esta

mezcla es su fácil reproducibilidad relacionada con la ac

ción reguladora del ácido acético y su relativa insensibili
dad a las variaciones de temperatura.

Comodato complementario se han realizado algunos

análisis de los hidrolizados proteicos por mediode la cro

matografía circular. Este métodofué introducido por Rutter

(103) y fué perfeccionado por Giri et a1. (10h - 105 y 106).

Unestudio detallado de los diferentes factores influyentes

sobre estas determinaciones con la presente técnica y los

Rf obtenidos por la mismafueron uealizados por Saifer y

Oreskes (107 y 108). Ambosautores han desarrollado una téc

nica, ia cual aplicada por nosotros al análisis de proteínas

de la harina de girasol, ha dado valores de Rf completamente

concordantes con sus publicaciones.
d'un-oc.-.



RESULTADOS OBTENIDOS Y CONCLUSIONES:

1)

2
v

3 v

h)

Se determinó el contenido de nitrógeno de harina de gi

rasol por medio del mótodo de Kjeldahl; obteniéndose cl

valor dc 7.1 % que corresponde a 39.6 % de proteinas (fag
tor: 5.7).

Se aislaron los prótidos de la harina dc girasol por
extracción con solución de cloruro de sodio al 10 %, de

hidróxido de sodio al 0.2 % y de agua destilada; y proc;

pitación con ácido clorhídrico a pH: h.

Fueron obtenidos los siguientes valores promedio:
ClNa al 10 % z 33 %

NaOH 0.2 % 31 %

Hgo 10 %

Estas fracciones no correspondon a proteínas puras ya

que están constituidas por mezclas de albúminas; globuli

nes y glutclinas.

El contenido en nitrógeno de cada una de estas fraccio

nes proteicas fuó determinado por el método de Kjeldahl

con los siguientes resultados: l

Extracto ClNa : 9.8 % : 57 % de proteína.

: 10.7% : 61 % de proteína.

: 16.8% : 96 % de proteína.

Los valores bajos en nitrógeno dc las dos primeras frac

Extracto NaOH

'Extracto H20

ciones se deben a la cantidad de impurezas, principalmen

te cloruro de sodio; arrastradas por cl precipitado.
Se aisló cl ¿cido glutamico a partir de la harina de gi

rasol y de dos fracciones protoicas según cl mótodode

“Sintesis Orgánicas“ obteniéndose:

3.h %a partir de la harina directamente

7.6 % a partir de proteina extraída con ClNa,
equivalente a 2.5 % sobre harina

8.2 % a partir de proteína extraída con NaOH,
equivalente a 2.5 % sobre harina.



F.

5) Se estudió la composición en aminoácidos esenciales de

la harina de girasol comoasimismo los extractos de clo

ruro de sodio y de hidróxido de sodio, usándose cromato

nfín en papel monodimensional y descendente y además

Cromatografía circular.

Fueron determinados los siguientes aminoácidos:
Lisina Tirosina
Histidina Valina

Arginina Metionina

Triptofnno Fonilalanina
Treonina Isoleucina
Leucina

predominandoentre ellos:

Arginina
Leucina

Fenilalanina
Valina

Isoleucina

y existiendo muypequeñas cantidades dc Hsina.
--—°-_



RESW DE CONCLUSIONES:

A) La harina denoxtracción de girasol, materia prima abun

B

C

v

v

dante puede considerarse comouna fuente interesante de
prótidos:

33 % extraibles con soluciones salinas: 19 % de proteína
pura.

31 %_extraibles con soluciones alcalinas : 19 %proteina
pura;

Los prótidos de la harina de extracción del girasol con

tienen los siguientes aminoácidosesenciales:
Lisina Tirosina

Arginina Isoleucina
Histidina Fenilclanina
Valina Troonina

Leucina Metionina.,

Triptofano

La cantidad de ácido glutámieo obtenida en los prótidos

de la harina de extracción del girasol es de 2.5 %, so
bre harina.ü
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