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PROPIEDADES FUNCIONALES DE PROTEINAS EN ALIMENTOS

Solubilidad z efectos de sales neutras, temperatura y
de otras variables.

- Sorción de ¿fina - Hinchazón - Viscosidad

- Gelación

- Propiedades de Superficie : Emulsificación (capacidad,
estabilidad y actividad de
emulsión).
Propiedades de espuma (expan­
sión, capacidad o robosamien­
to y estabilidad de espuma).

- Propiedades Organolépticas

- Ligazón

- Formación de Masa

- Factores de Procesggignto y Propiedades Funcionales

- ggdificación de Proteínas : Texturización, hidrólisis
(ácida, alcalina), protec­
lisis. Producciónde deri­
vados.



PROPIEDADES FUNCIONALES QE PROTEINAS E! ALIMENTOS

Las proteinas no se ingieren aisladamente, son compo­
nentes de alimentos o ingredientes de alimentos. Mientras
las proteinas por si mismasson reconocidas comonutrientes
esenciales de la dista, los alimentos proteicos comunes(car­
ne, pescado, huevos y productos lacteos) deben su amplia de­
manda al placer gastronómico que confieren, más 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
comoalimentos. Los alimentos proteicos de origen animal son
o resultan caros, en términos de requerimiento de tierra y
precios de mercado. En reconocimiento de la necesidad que
existe en todo el mundode aumentar 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 atención de la investi­
gación se ha desviado de los alimentos proteicos tradiciona­
les a las denominadasproteínas alimenticias "no convenciona­
les". Existe, por lo tanto, la necesidad de tener información
acerca de las propiedades funcionales de estas proteinas.l

De manera general, las propiedades funcionales de las
proteinas indican ciertas propiedades fisicoquimicas las
cuales, a juzgar por la calidad de los atributos del produc­
to Iinal, afectan el proceso y comportamientode la proteina
en sistemas de alimentos. Estas reflejan complejas interac­
ciones entre la composición, estructura y propiedades fisi­
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coquimicas de las proteinas en si, de otros componentes de
los alimentos y del medio ambiente al que se asocian y en el
que se evalúan.

Las amplias categorías de propiedades funcionales mas
importantes en alimentos incluyen : propiedades organolópti­
¿gg (color, olor, “flavor”, textura); hidratación (solubili­
dad, dispersibilidad, hinchazón, ligazón de agua); propiedades
gg superficie (emulsión, espuma, adsorción); adhesividad ;
texturizabilidad ; formación de masa ; formación de fibra y
formación de film etc. .

Las propiedades funcionales están influenciadas y varian
de acuerdo a la fuente de proteina, método de aislamiento, con­
diciones de deshidratación o secado, concentración, modifica­
ción (química, enzimática) y varias condiciones ambientales
tales comotemperatura, pHy fuerza iónica; asi comola pre­
sencia de materiales adventicios : sales, lípidos, emulsifi­
cantes y carbohidratos.

Usualmente las proteinas de los alimentos están compues­
tas de varias proteinas diferentes, cada una con distintas
propiedades (solubilidad, punto isoelóctrico , susceptibili­
dad a la desnaturalización, etc.). La funcionalidad asociada
con ciertas preparaciones con proteinas puede no reflejar las
propiedades de las proteinas totales, sino más bien de uno de
los componentes;además, la funcionalidad particular varia con
el sistema de alimento y su aplicación y por supuesto ninguna
proteina desempeñatodas las funciones deseadas.

La determinación sistemática de propiedades funcionales
deberá realizarse cuando se desarrollan nuevas fuentes de pro­
teinas, concentrados y "aislados". Estas son requeridas para
evaluar y posiblemente predecir comose comportarán las nue­
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vas proteínas en sistemas especificos, asi comopara demos­
trar si esas proteínas puedeno no ser usadas para simular
o reemplazar a las proteínas"convencionales".

La evaluación de cada proteina en términos de sus propie­
dades funcionales se fue complicando a través del tiempo en ra­
zón de los distintos mótodos empleados. Hasta el presente exis­
ten pocos mótodos normalizados y los numerosos investigadores
que operan en esta area emplean una variedad de métodos para
medir propiedades funcionales. Comoconsecuencia 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 tabulación de datos válidos sobre propiedades fun­
cionales de proteínas de fuentes "convencionales" y "no conven­
cionales".

tradicionalmente, los nuevos ingredientes se ensayaban en
productos alimenticios bajo condiciones practicas. Mientras es­
tos "tests" son finalmente necesarios, resultan costosos y con­
sumenmucho tiempo para producir una información de aplicación
muylimitada. Una solución a este problema es el uso de siste­
mas"modelo"enlos cuales el comportamiento de la proteina pue­
de ser medido objetivamente. Muchos ensayos de sistemas "mode­
lo' se requieren para determinar la adecuación de las nuevas
proteinas en aplicaciones especificas. Ello por el númeroy
complejidad de los sistemas de alimentos, por el amplio ran­
go de propiedades funcionales de las proteinas y por su varia­
ción con la fuente proteica. Esto hace dificultoso extrapolar
válidamente los datos obtenidos en un sistema "modelo" a una

aplicación en alimentos. A pesar de las dificultades encon­
tradas en la extrapolación de resultados de sistemas "modelo"
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a productos alimenticios, la sencillez de éstos últimos bien
diseñados, garantizan su desarrollo continuo y su uso en mu­
chas areas de investigación.2'

SOLUBILIDAD

La mayoría de las propiedades funcionales importantes de
de las proteinas en alimentos se relacionan a las interaccio­
nes agua-proteina, por ejemplo : solubilidad, viscosidad, ge­
laoión, espumay emulsificación.

El comportamientofrente a la solubilidad proporciona un
buen indice de las aplicaciones potenciales y limitaciones de
las proteinas y también suministra información útil acerca de
la optimización de los procesos y la determinación de los e­
fectos del calor, los cuales puedenafectar las aplicaciones
actuales y potenciales}. La solubilidad es quizás el indice
maspractico para determinar la extensión de la desnaturali­
zación. Los perfiles de solubilidad de nitrógeno en función
del pH estan siendo usados crecientemente comouna guía de
funcionalidad, siendo a menudola primera prOpiedad medida
y deberia realizarse en cada etapa de preparación y procesol'4.

Varios terminos designan diversos métodos utilizados pa­
ra medir solubilidad de proteinas en alimentos con propósi­
tos comerciales.Ellos son : WSP,“water-soluble protein“
( proteina soluble en agua); WDP,"water-dispersible protein"
(proteina dispersable en agua); PDI, "protein dispersibility
index' (indice de dispersibilidad de proteina); NSI, "nitro­
gen solubility index" (indice de solubilidad de nitrógeno),
siendo los dos últimos los más comunmente empleados como m6­
todos oficiales del A0085.



Las etaPas básicas para detenminar solubilidad han si­
do desoriptas por Lawhony Carteró, Hermansson3’7y Betschart‘.
Ellas involucran la dispersión de proteína en agua, ajustando
el pH con CIB ó NaOHpara 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 nitrógeno en el sobrenadante.

La solubilidad es afectada por un gran númerode facto­
res, a saber: fuente de proteina, historia del proceso, tra­
tamiento en su preparación y procesado. El concepto de solu­
bilidad usado para proteinas es dependiente de las condicio­
nes experimentales y no puede ser definido por los productos
de solubilidad usados para sales}, siendo afectado por las con­
diciones de ensayo tales como z pH, temperatura, iones y con­
centración de los mismos, velocidad y tiempo de agitación,
velocidad de centrifugación, concentración de proteina y pre­
sencia de otros ingredientes.

Los cambios en la estructura macromolecular de las pro­
teínas comofunción de las variables han sido analizados por
von Hippel y Schleicha. Las variables pueden ser clasificadas
de la siguiente forma :

M neutras : cuandolas sales se agregan progresiva­
mente a una solución de proteina, la solubilidad aumenta (fe­
nómenoque recibe el nombre de solubilización por salado o
'salting in"), pasando por un máximoy luego comienza a dis­
minuir (efecto llamado precipitación por salado o “salting
out").

El proceso de "salting in" ha sido explicado comointe­
racciones electrostáticas no eSpecíficas entre las moléculas
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de proteína cargada y el ambiente iónico.Estas interacciones
llevan a cabo una disminución neta del coeficiente de acti­
vidad lo cual es reflejado por un aumentode la solubilidad.

El fenómenode "salting out" observado con fuerzas ióni­
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 eolvatación de la proteina
con lo cual las interacciones proteina-proteina son más impor­
tantes que las interacciones proteina-agua, disminuyendola
solubilidad.

pg : un cambio de pH afecta la carga de la proteina y el
balance electroetático. Por el lado alcalino del punto isoeléc­
trico, las proteinas tienen una carga neta negativa y las fuer­
zas repuleiVae causan un incremento de la solubilidad. En el
punto isoeláctrico la carga neta es cero y las moléculas se
unen, dominan las fuerzas atractivas y el resultado es un
mínimode solubilidad. Por el lado ácido, la carga neta es
positiva y nuevamenteaumenta la solubilidad.

Temperatura z un incremento en la temperatura tiene un
efecto de desorden sobre las proteínas y el solvente. Las
proteínas podrán desdoblarse ocurriendo nuevas interacciones
y a una cierta temperatura tiene lugar agregación y coagu­
lación.

En el curso del desenrollamiento, los grupos hidrofó­
bicos están expuestos al agua, lo cual es termodinámicamente
desfavorable e induce a interacciones hidrcróbicus parcial­
mente responsables de la agregación. La oxidación de grupos
—SHa puentes -S—S- intra e intermoleculureu ¡.ecc COLri­
buir a la agregación , pero la oxidación pueue también in­
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ducir la formación de grupos -SOH, -302H y -SO3H.
Otras Variables : los solventes orgánicos pueden afec­

tar las proteinas ya sea directamente por unión especifica
o indirectamente alterando el caracter del solvente. Los sol­
ventes organicos con grupos polares que pueden actuar con gru­
pos polares de la superficie proteica y con grupos no pola­
res que pueden interactuar con grupos hidrofóbicos del inte­
rior de las moléculas después del despliegue, son los más tuer­
tes desnaturalizantes; en cambiolos 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 informó que la so­la mayoria de investigadores. Betschart
lubilidad de la proteina de hoja disminuye a medida que se
incrementa la concentración de proteina del l al 5%; sin em­
bargo Hermansson3 utilizando ese mismo rango de concentra­
ciones no encontró 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 soja observó que las solubilidades no eran afectadas por
la concentración en el ensayo.

Las condiciones de centrifugación varian considerable­
mente en los distintos trabajos, empleandosecondiciones ta­
les como : 1500 rpm por 15 minutoss, 2000 rpm por 20 minu­

tosó’lo, 4300 x G por 20 minutosll, 10000 x G por 15 minu­
tosl y 40000 1 G por 30 minutos3. En general altas velocida­
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des y tiempos prolongados de centrifugación resultan en vap
lores aparentemente más bajos de solubilidad.

SORCION DE AGUA - HINCHAZON - VISCOSIDAD

la absorción de agua y agua ligada han sido mencionadas
intercambiablementepor la literatura.

La adsorción de agua se define comoel agua adsorbida
por un polvo de proteína seco después de establecerse el
equilibrio con vapor de agua a una humedadrelativa conocida.
Hagenmaier12determinó la unión de agua de varias proteinas
de origen animal y de origen vegetal, observando en las pri­
meras una mayor capacidad para ligar agua y concluyendo que
existe una correlación lineal entre la capacidad de ligar
agua y la presencia de grupos hidrofilicoe (-03 y -c-o), con
excepción de los grupos amida. El pH de las suspensiones a­
cuosas (antes de liofilizarlas) tuvo poco efecto sobre la ad­
sorción de agua y dado que la solubilidad es muydependiente
del pH, esta contrastante dependencia con el mismoindica que
no existe correlación entre la solubilidad y el agua adsorb
bida por una proteína.

El agua ligada se refiere al agua que es retenida por
una proteina luego de filtración o centrifugación suave.
Este métodol3, esencialmente involucra mezclar la proteína con
agua y centrifugar la diapersión; la cantidad de agua reteni­
da en el “pellet” después de la centrifugación es informada
como agua de absorción.

La capacidad de ligar agua varia con la proteina , su
composición, presencia de hidratos de carbono (polisacari­
dos hidrofilicos),lipidos ,pH y sales; así también es influen­
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las proteinas absorben agua pero no se disuelven a causa de
la insuficiente cantidad de agua; en consecuencia se binchan
e imparten caracteristicas tales comocuerpo, grosor y visco­
sidad.

El conocimiento de las propiedades de flujo y de visco­
sidad15 de las dispersiones proteicas tiene significación
practica, provee la información necesaria para el óptimo di­
seño de procesos, puede ser usado en el control de calidad de
procesos y de productos finales, asi comosobre los camposa­
propiados de aplicación de las nueVas proteinas. Es de impor­
tancia en la sensación bucal y en consecuencia en la acepta­
bilidad de los productos terminados y finalmente puede ser in­
formativo en relación a las interacciones tisicoquimicas entre
las proteinas.

Las propiedades de flujo se gobiernan por el tamaño mo­
lecular, forma, carga y capacidad de “hinchazóane las protei­
nas y ademásse afectan por las condiciones ambientales.
Las proteínas solubles y no hinchables poseen baja viscosidad;
las solubles con alta "hinchazón" inicial demuestranuna vis­
cosidad dependiente de la concentración y las proteinas con
capacidad de “hinchazón” limitada muestran alta viscosidad a
concentraciones relativamente bajas.

GELACION

La capacidad de formar geles bajo condiciones prácticas
es una propiedad importante de muchasproteinas alimenticias.
Los geles de proteina son formados por interacciones interno­
leculares las cuales producen una red tridimensional exhibien­
do una estructura rígida, 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 típicos geles de proteina son los de gelatina, cla­
ra de huevo coagulada, tofu de soja, cuaJos de caseína y ge­
les de miofibrillas de carne o pescado solubles en medio sa­
lino.

La formación de un gel de proteína, generalmente requie­
re un calentamiento previo de la proteína para causar al me­
nos una desnaturalización parcial o el desdoblamiento de las
cadenas polipeptídicas. Ferrylóen una discusión sobre gela­
ción estableció que los geles de proteínas desnaturalizadas
pueden ser formados solamente cuando se alcanza un balance
critico de fuerzas atractivas y repulsivas. La gelación se
puede describir comoun proceso en dos etapas involucrando la
desnaturalización inicial de la proteína nativa en polipép­
tidos desenvueltos, los que gradualmente se asocian para Ior­
mar la matriz del gel (si las fuerzas atractivas y condicio­
nes termodinámioas resultan adecuadas). En el enfriamiento los
polipéptidos desenrollados se asocian para formar una red.
El “cross-linking“ puede involucrar múltiples enlaces hidró­
geno, atracciones iónicas, uniones -S-S-, asociaciones hidro­
tóbicas o una combinación de éstos, tipos de uniones que vap
rián cuali y cuantitativamente en los distintos geles de pre­
teina.

El fenómeno de gelación, su mecanismo y los factores que
lo afectan, tales comoconcentración de proteina, temperatura,
pH, sales, iones y azúcares han sido estudiados para la gela­
tina y proteínas de soja. Otras proteinas investigadas por
sus propiedades gelificantes son : proteínas del músculo, glu­
ten de trigo, "aislados" de semilla de algodón y preparacio­
nes de proteínas de hojas.
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PROPIEDADES ¿E SUPERFICIE

Las propiedades de emulsificación, espumay batido son
requerimientos funcionales primarios de muchasproteinas.
Las propiedades están relacionadas a la capacidad do las pro­
teinas para disminuir las tensiones interfaciales entre los
componenteshidrofóbicos e bidrotilicos en los alimentos y su
función rotleja la composicióny conformaciónde la proteina.
Generalmente estas propiedades estan relacionadas con la solu­
bilidad acuosa de las proteínas.

llulsiticación
tres mótodosdiferentes se han usado en la investigación

de propiedades de emulsiticación de proteinas : Capacidad de
emulsión , estabilidad de emulsión y actividad de emulsión.
Las dos primeras son las más usadas y muy pocos trabajos sobre
actividad de emulsiónse citan en la literatura.

La capacidad de emulsión se define usualmente comoel
volúmen de aceite (ml) que puede ser emulsificado por gramo

de proteina, antes que ocurra inversión de fase o colapso de
la emulsión.

La estabilidad dc emulsión se refiere a la capacidad de
una proteina para formar una emulsión que permanezca inaltera­
ble durante un lapso establecido bajo condiciones específicas.

Los mótodos para determinar capacidad de emulsión, punto
final, colapso de emulsión o punto de inversión son variados.
La mayoria de las condiciones usadas para determinar la capa­
cidad de emulsión de proteinas han sido elegidas arbitraria­
mentepor los distintos investigadores, dificultando ello la
culparación de resultados.
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El método más comunmenteusado es el sistema modelo de­

sarrollado por Swift y col.17 ; esencialmente este involucra
la adición continua de un aceite o grasa a una dispersión
proteica (en agua o en solución salina) durante la homogeni­
zación, midiendo el volúmen de aceite agregado cuando se rom­
pe la emulsión. Los valores de capacidad de emulsión se expre­
san en ml de aceite emulsifioado, ml de aceite por unidad de
peso de muestra, ml de aceite / unidad de proteina o de H en
la muestra. El volúmende aceite requerido para alcaniar el
punto de inversión se puede expresar comoun porcentaje del

volúmemde la emulsión'total18 (volúmen de aceite agregado
mas volúmende la solución proteica).

El conocimiento de todos los factores que gobiernan la
formación de la emulsión es crítica para evaluar las aplica­
ciones potenciales de las nuevas proteinas, asi comolas con­
diciones practiCas bajo las cuales los productos emulsifica­
dos son mantenidos ( por ej. : temperatura) que influencia­
rán la estabilidad de la emulsión.

La capacidad de emulsión de las proteinas es de suma

importancia en su utilización en aderezos para ensaladas y
en productos con-carne picada.

Varios investigadores han estudiado sistemáticamente
los diversos factores y conjdiciones que afectan la capaci­
dad y estabilidad'de las emulsiones. Al respecto y entre o­
tros se pueden citar los trabajos de Saffle19 y Swiftl7’20
sobre emulsiones de carne y el de Crenweldge18 sobre aisla­

dos de soja, algodón, hemoglobina bovina y leche descremada.
La acción de las proteinas comoemulsificadoras esta influen­
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ciada por la concentración de proteina, la velocidad de mez­
clado, el tipo de aceite, el test utilizado, sales ( tipo y
concentración), pH, temperatura, azúcares y contenido acuo­
se. Además, factores del procesado tales como congelado, des­
congelado, altas temperaturas y bajos valores de pH, los cua­
les pueden conducir a desnaturalización que invariablemente,
reduce la capacidad y estabilidad de emulsión.

Prepiedades gg Espuma
La formación o capacidad para formar espumas estables

con el aire es una prepiedad 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 espumay
batido se emplean en forma intercambiable.

Estas prepiedades se miden como ex ansión de es uma,

capacidad de espuma o rebosamiento. Los métodos y criterios
usados varian con los distintos investigadores, pero esencial­
mente involucran la medida del volúmen de espuma obtenido a
partir de un volúmeny concentración conocida de una disper­
sión proteica, seguido por un batido o agitación intensa en
un cilindro graduado o después de burbujear aire a través de
una solución.

La estabilidad de espumase refiere a su capacidad para
retener su máximovolúmen durante todo el tiempo y es general­
mente determinada por la medición de la velocidad de pérdida
de fluido a partir de la espuma(separación de fase líquida).

La formación de espuma, usualmente consiste en burbujas
de aire dispersadas y cubiertas con un liquido conteniendo
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un tensioactivo soluble. La proteina debe desempeñar con­
currentemente dos funciones para permitir la formación de
espuma,a saber : reducir la tensión superficial del líqui­
do y formar films cohesivos continuos alrededor de las bur­
bujas de aire. En esta última función es necesario un cierto
grado critico de cohesión (atracción proteina - proteina), la
cual no ocurre si hay una atracción proteina - agua muygran­
de, pero una interacción excesiva proteina - proteina resul­
ta en agregación. Es entonces necesario un film continuo de
proteína soluble para impartir elasticidad a la membranade
¡odo tal que pueda adaptarse a cambios de volúmen y una co­
hesión intermolecular que estabilice la espumay forme la
armazónestructural y en casos especificos, pueda coagular
bajo calentamiento (cocción) preservando la estructura de la
espumaoriginal.

Numerososfactores influencian las propiedades absolu­
tas y relativas de las proteínas para formar espuma, a sa­
ber : fuente de proteína, método de preparación y de medi­
ción, composición, concentración y solubilidad de la protei­
na, pH, temperatura, tiempo de batido, duración del calenta­
miento y presencia de sales, lípidos y azúcares.

La albúmina de huevo es una proteína que exhibe una
excelente capacidad para encapsular aire y se usa como“psp
trón“ para compararotras proteinas. Debido a que las cuali­
dades criticas deseadas en el bizcochuelo a base de claras
(buen volúmen, terneza y fina textura) están determinados
por la capacidad de batido de la clara, el volúmen de este
bizcochuelo es frecuentemente usado para evaluar la habili­
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dad de formar espumas por parte de claras de diferentes bue­
vcs y otras proteinas.

Varias investigaciones han sido realizadas para reempla­
zar la clara de huevo por otras proteinas en preparaciones
de batido. Entre las proteinas estudiadas se hallan las pro­
teinas del suero, el concentrado proteico de pescado, globi­
na aislada de hemoglobina, gluten de trigo, proteinas de bo­
jas de alfalfa y proteínas de semillas de oleaginosas, tales
comosoja, algodón y girasol.

PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

El "flavor" es quizas la propiedad más importante en
la determinación de la aceptabilidad y cuando es el rasgo
menos dominante, la sensación en la boca o textura asumen
importancia relativa.

Las proteínas afectan las propiedades sensoriales de
los alimentos tales comczapariencia, textura (soluciones,
geles, espumas, emulsiones o trozos extruidos), color (reac­
ciones de "browning") y "flavor" (via reacciones de "brow­

ning", reacciones de eliminación de SHZ,via proteclisie y
por atrapado o unión de"flavors" deseables e indeseables).

El color, olor, "flavcr" y textura son los atributos
claves de las nuevas proteínas que van a decidir si podrán
ser usadas.en muchosproductos, dado que la introducción de
estas proteinas podría ser 1a fuente de "flavors" inusua­
les c indeseables a partir de aminoácidos,plptidos, lipi­
dos y lipcproteínas ("off - flavcrs").

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

Los "off - flavors" constituyen problemas en muchaspro­
teínas (soja, caseína, maní, pescado, proteinas de hojas,
etc.), generalmente ello resulta de la presencia de muyba­
Jas concentraciones de lípidos en esas'preparaciones. Si bien
estos “off - flavors" están presentes en pequeñas cantidades
(pocos mg/Kg)se adhieren a las proteinas y persisten en los
productos a través del proceso. En tales casos la extracción
de proteínas con solventes orgánicos relativamente polares
(etanol) puede ser necesario. Desafortunadamente en esta e­
tapa suele ocurrir desnaturalización alterándose la funcio­
nalidad de la proteína.

Los componentes nitrogenados, tales comoaminoácidos,
péptidos y nucleótidos poseen una variedad de "flavors", tal
es el caso del sabor amargode los péptidos ricos en leucina,
el sabor dulce de la glicina, alanina y glutamilpéptidos, los
cuales enmascaran los "flavors" amargoszl.

En adición a su acción comofuentes de "flavors" por si,
las proteínas unen compuestos reaponsables de "flavor"; en
este caso cuando son usadas comoingredientes de los alimen­
tos la capacidad de unir "flavors" es un atributo critico de
las nuevas proteinas, por ej. en la utilización exitosa de
carnes simuladas. La pérdida de "flavor" durante el proceso
comercial, almacenaje y preparación casera, así comola po­
sibilidad de un "flavor" indeseable, son problemas signi­
ficativos en este tipo de productos.

Los análogos de la carne podrian reemplazar el 20%del
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mercado vacuno en 198022. Este objetivo depende del logro
exitoso en la simulación del "flavor" carnico.

LIGAZON

La ligazón se refiere a la habilidad de una proteína
para mantener ingredientes Juntos en estado sólido, semiso­
lido y fluido y en algunos caso implica la prevención o
disminución de la pérdida de componentesvolátiles. Es una
propiedad importante en relación a grasas, agua, "flavor" y
otros componentesde los alimentos, asi tambien en relación
a la viscosidad y a la formación de fibras y "films" protei­
cos.

La ligazón y sus caracteristicas estan influenciadas por
el pHy la fuerza iónica (ambas afectan las propiedades de
superficie y area superficial de las moléculas de proteína),
por la presencia de hidratos de carbono y lípidos, por el
grado de emulsificación de la grasa, el tamaño de las par­
tículas de proteína, la extensión de la agitación mecánica,
la modificación enzimática o química y los tratamientos de
temperatura.

Generalmente las proteínas más hidrofóbicas, que tienen
tensión superficial más baja, muestran mejor unión a materia­
les lipofilicos (emulsificantes, lípidos y flavorizantes).

Las proteínas de la carne solubles en medio salino son
importantes en la ligazón de componentes de la carne y en la
textura y estructura de carnes procesadas. La capacidad de
adhesión de estas proteinas está ejemplificada por su habi­
lidad para unir trozos de carne triturada. Los ligantes se
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“¡gn rutinariamente en salchichas y "frankfurters" e inclu­
yen entre otros caseinatos, harinas, concentrados y “aisla­
dos” de soja y leche en polvo desoremada. Estos ligantes fun­
cionan decisivamente en la estabilización de emulsiones de
carne durante la cocción 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 sslino); se empleanen salchichas y en "frankfurters', y
tambien en la simulación de estos últimos23.

FORMACION 25 gggg

Una de las propiedades más 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, elástica y extensible) en presencia de una ade­
cuada cantidad de agua está confinada a las proteinas de cerea­
les, especialmente al gluten de trigo (cebada y centeno en ms­
nor extensión).

Anasandolas proteinas del trigo con agua se causa la
hidratación de polímeros , ss permite su parcial desenrro­
llaniento y se facilita la asociación intra e intermolecular
de estos polipóptidos via uniones —S-S-lábiles, uniones hi­
drógeno y asociaciones hidrofóbicas con la formación de la
masa ds gluten. La habilidad para formar masa ha sido atri­
buida a una combinación en la proporción de gliadina y glu­
tenina, a la composición y secuencia de aminoácidos de las
proteinas del gluten, a la yuxtaposición critica de los resi­
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duos de aminoácidos, al elevado nivel de glutamina y al alto
grado de asociación hidrofóbica entre las proteinas 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 formación de masa y en la
calidad del pan. La harina de soja ha sido agregada a la ha­
rina de trigo comouna fuente de lipoxigenasa, la cual ayu­
da al blanqueo del pan. El agregado de harina de soja tambión
aumentael color de la corteza tornándola másbrillante, pre­
suniblemente comoresultado de reacciones entre proteinas de
soja e hidratos de carbono de la harina de trigo. En macarro­
nes la harina de soja disminuye la absorción de agua durante
la cocción y an buñuelos previene la excesiva absorción de
grasa durante la fritura.24

Los efectos de la adición de los productos de soja so­
bre la formación de masa fueron estudiados por Yasumatsu y
001.25 Los parámetros observados en un farinograma fueron
clasificados en dos grupos; uno concerniente a la estabili­
dad de masa y otro a la absorción de agua. Estos autores
encontraron que la adición de productos de soja a un nivel
de 5%en harinas de trigo incrementa en general, la estabi­
lidad de la masa y la absorción de agua . La absorción de
agua de la masa observó correlación positiva con¡el conte­
nido en proteina y con la dispersibilidad de los productos
de soja agregados. La estabilidad de la masafue correlativa

'con la solubilidad de la proteina agregada; sin embargo, una
mejor absorción de agua se obtuvo con proteinas de soja par­
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cialmente desnaturalizada.
Otras proteínas vegetales tales comolas correspondien­

tes a semilla de algodón, maní, girasol y sésamo agregadas
en proporción del 17%condujeron a panes de miga más tosca?6

Estos y otros experimentos evidencian el hecho que las
proteinas tradicionales poseen propiedades funcionales que
no son apreciadas hasta que se intenta reemplazarlas. Mien­
tras el gluten de trigo tiene una función obvia estructural,
funciones en el control de humedad, textura de la miga y ca­
pacidad de unir “flavors”, el hecho de reemplazarlo en for­
na parcial o total, o suplementarlo con otras proteínas no
debera ser solamente evaluado en base a los resultados ob­
tenidos sobre el volúmen de la hogaza del pan, sino también
en base a la aceptabilidad del consumidor.

FACTORES QE; EBQCESADO z PROPIEDADES FUNCIONALES

Numerososfactores incluyendo el genotipo (animal y
vegetal), las condiciones de producción, recolección, ex­
tracción, aislación, procesado y almacenaje pueden tener
influencia sobre el comportamientofuncional de las pro­
teínas en los alimentos.

La magnitud de cada efecto sobre la funcionalidad es
variada y el significado depende de la proteina en cuestión,
de sus propiedades y del criterio particular con que está
siendo evaluada.

Las condiciones de producción pueden afectar la compo­
sición y funcionalidad de las proteínas. Así las proteínas
de leche varían según la estación del año y tipos de dietas;
las del trigo con las condiciones de producción.
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Bl estado fisiológico también puede influir sobre el
contenido, composicióny caracteristicas fisicas, por ej :
durante la germinación cambiael caracter de las proteinas.
El tratamiento particular de la fuente antes o durante la
recolección puede indirectamente afectar a las proteinas,
por ej. z en pescado, la activación de lipasas por tejidos
dañados o el almacenaje a temperaturas de congelación pue­
de conducir a la desnaturalización 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 rapida caida
del pH del músculo "post-mortem”con la resultante pérdida de
funcionalidad de estas proteinas.

El estado fisico de la fuente (grado de molienda o
maceración), el contenido en fibra y la presencia de lípidos,
asi comola extensión del tratamiento tórmicoó, tienen influen­
cia sobre la extractabilidad de laa proteinas.

El mótcdcde extracción afecta la naturaleza y canti­
dad de proteinas presentes en loa extractos y tiene influen­
cia en el producto final. Los factores que afectan la Bolu­
bilidad (composiciónde proteina, solvente utilizado, fuerza
iónica, pH, duración de la extracción,etc.) gobiernan la com­
posición y las caracteristicas fisicoquimicas de las protei­
nas extraidas. Mientras la extracción alcalina a valores de
pH superiores a 9,5 generalmente resulta en una mayor pro­
ducción de material nitrogenado, causa cierto grado de des­
naturalización de las proteinas y pérdida del valor bioló­
gico.

Los métodosutilizados en el aislamiento, concentración
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y recuperación de proteínas a partir de extractos, ejercen
un efecto significativo sobre sus propiedades. Ciertos pro­
cesos de recuperación involucran desnaturalización, por 03.:
la precipitación en caliente da comoresultado una proteina
insoluble de aplicaciones limitadas. La precipitación de pro­
teínas a valores de pHácidos es practica muyutilizada para
recuperar proteínas con prepiedades funcionales requeridas;
sin embargo, una prolongada exposición durante la precipita­
ción isoelóctrica resulta en una pérdida gradual de solubi­
lidad27’28.

Los métodos modernos para la concentración y aislación
de proteínas a partir del extracto por cromatografía en "se­
pbadex“ y ultracentrifugación, se usan en la producción de
proteinas practicamente "no desnaturalizadas" con óptima
funcionalidad. Estos métodos son caros pero han sido adop­
tados comercialmente sobre una base limitada, en fcnma par­
ticular para la preparación de las proteinas del suerozg,
las cuales, en virtud de sus propiedades funcionales tie­
nen un interés significativo.

Los procesos de secado ejercen un efecto obvio sobre
las proteínas, por eJ.: el secado a rodillo resulta en una
pérdida de solubilidad; el secado por "spray" comunmente
usado para la preparación de varias proteinas es generalmen­
te ccmpatible con la retención de propiedades funcionales y
la liofilización reduce a un mínimola desnaturalización y
provee una estructura suelta, floja fácilmente dispersable
en solución acuosa. I

Se ha informado que el cosecado (por "spray“) de hidro­
lizados de proteinas de pescado con carbohidratos resulta
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3o; el secado por "spray"deen una mejor capacidad de emulsión
proteinas plasmáticas en presencia de lactosa mejora la re­
tención de la solubilidadlo y el agregado de hidratos de car­
bono de bajo peso molecular (comoglucosa, fructosa,sacarosa,
galactosa y Jarabe de maiz) a leches de soja antes del se­
cado, mejora significativamente la redispersibilidad de los
productos secos resultantes31. Una explicación posible del
efecto dispersante del azúcar seria la separación fisica de
las moléculas de proteina.

La exposición a otros agentes tales comodesodorización
por calor húmedo,remoción de lípidos por solventes, trata­
mientos de desolventización, agitación excesiva, congelación
y descongelación son factores que deben considerarse cuando
se evalúan propiedades funcionales y se proyectan formula­
ciones de productos alimenticios.

La retención o estabilidad de funcionalidad durante el
almacenaje es un criterio importante que requiere estudio y
evaluación bajo condiciones prácticas. Varias reacciones
químicas pueden ocurrir z hidrólisis, desaminación, polime­
rización, agregación e interacciones con otros componentes
tales comolípidos e hidratos de carbono. Estas reacciones
son gobernadas por la luz , temperatura, pH, a y por la acti­
vidad inherente a los componentes32’33'34’35.

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 disminupe con la

duración del almacenajea Smith y Circle28 establecieron que
la solubilidad de 1a proteina de soja disminuye aproxi­
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sanamente en 1%mensual durante el estacionamiento. Betschart
36 estudiaron algunos cambios tales comosolubi­y Iinsella

lidad, composicióny digestibilidad que ocurren en concentra­
dos proteioos de hojas de soja durante el almacenaje. Estos
autores observaron que el concentrado proteico de hojas ob­
tenido por precipitación isoelóctrica no resultó marcadamen­
te afectado durante un almacenaje superior a seis meses.

Diversas interacciones fisicas y químicas son responsa­
bles de cambios deteriorativos en las proteínas. Unade las
principales reacciones involucra la interacción del É - amino
grupo de la lisina con grupos carbonilo. Las reacciones de
'browning" no enzimática (laillard) provocan oscurecimiento,
desarrollo de”off - flavors', endurecimientode la textura
y pérdida del valor nutritivo. La extensión y los efectos fi­
nales del pardeo dependen principalmente de las condiciones
de almacenaje, temperatura, contenido en agua, pH y composi­
ción de los materiales proteinicos, por ej.: presencia de
azúcares reductores.

Los lipidos,componentes comunes de muchas preparaciones
de alimentos , afectan significativamente la estabilidad y
retención de la calidad y funcionalidad durante el almacenaje.

La oxidación de lípidos durante el almacenaje resulta
en la generación de "off - flavors", destrucción de aminoáci­
dos (lisina, metionina, cistina y tirosina), oscurecimiento,
agregación y polimerización de proteinas. La severidad de es­
tas reacciones varia con la fuente de proteina, contenido en
lípidos, duración del almacenaje, tensión de oxígeno, acti­
vidad acuosa y temperatura.
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MODIFICACION QE PROTEINAS PARA MEJORAR LAS

PROPIEDADES FUNCIONALES

La modificación de proteinas se refiere a la alteración
intencional de la estructura y propiedades fisicas por agen­
tes quimicos, fisicos o enzimáticos a fin de mejorar las pro­
piedades funcionales, tales comotextura, solubilidad, esta­
bilidad tdrmica, formación de espuma, etc. .

La modificación puede resultar directa o indirectamente
en el mejoramiento del "flavor", color, eliminación de "off­
flavors', destrucción de enzimasindeseables, factores anti­
nutricionales, hemoaglutininas y alergénicos. Estas mejoras
pueden expandir significativamente sl uso de las nuevas pro­
teínas. Idealmente la modificación no debe causar deterioro
en la calidad nutricional; sin embargo, en la mejora de pro­
piedades funcionales la pérdida de algunos aminoácidos esen­
ciales puede ser inevitable.

La modificación de las proteinas puede involucrar alte­
raciones en la estructura o conformacióna todos los niveles
de organización : estructura primaria, secundaria y tercia­
ria pudiendo incluir ruptura y reformación de enlaces cova­
lentes y fuerzas secundarias.

Ejemplos comunesde modificación incluyen : texturiza­
ción, hidrólisis (ácida, alcalina y enzimática) y modifica­
ciones a través de formación de derivados38.

lexturización
Las proteinas texturizadas se definen comoproductos

alimenticios elaborados a partir de fuentes comestibles y
se caracterizan por tener integridad estructural y textura



29

identificable, capaz de resistir la hidratación en la cocción
y en otras preparaciones39.

Las proteínas texturizadas son útiles en la simulación
de alimentos tradicionales y en la ampliación de aplicaciones
potenciales de proteinas a nuevos productos, comoes 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 consumoanual de 2 billones de libras para
1985.

Las proteínas se texturizan convencionalmentepor varios
procesos incluyendo : hilado en fibras40 ("fiber spining"),
la técnica de extrusión termoplástica4l, la formación de un
gel masticable, la formación de cuaJo y la formación de "film"
(yuba)42.

En los dos primeros las condiciones de procesamiento,
tales comopHy temperatura se manipulan para mejorar las
prepiedades fisicas y funcionales de los materiales crudos,
a fin de obtener propiedades variadas y deseadas en los pro­
ductos finales.

Hidrólisis
Los hidrolizados de proteina se preparan comunmentepor

hidrólisis ácida de proteinas de soja, gluten, oaseína, leva­
dura y sangre. Las proteinas normalmente se hidrolizan con
acido clorhídrico (10 - 20%)durante 12 horas a presión atmos­
férica o 4-5 horas bajo presión. El hidrolizado se neutraliza
con hidróxido de sodio a pH6,0 y el material se filtra para
remover las huminas y luego se trata con carbón para elimi­
nar color y sabores amargos y se envasa en forma líquida, con­
centrado hasta consistencia de pasta o bien se seca por "spray"
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obteniendose un polvo.
La hidrólisis ácida es rápida y relativamente barata,

resultando desventajoso el alto contenido en sales que se
generan en el proceso y que pueden ser removidas por ultra­
centrifugación.

Hermansson43examinó un hidrolizado de proteina de nabo,
observandoque la hidrólisis ácida mejora seis veces la solu­
bilidad, dos veces la capacidad de espumay ocho veces la ca­
pacidad de emulsificación. Estos datos indican que la hidró­
lisis áoida controlada puede usarse para preparar proteinas
funcionales a partir de proteinas insolubles.

Es poca la información disponible acerca del valor nutri­
tivo de estos hidrolizados. Cierta isomerización de amino­
dcidos puede ocurrir, pero su alcance en un proceso comercial
es desconocido. La hidrólisis ácida causa una destrucción va­
riable de algunos aminoácidos comotriptófano, serina, treo­
nina y asurrados (especialmente cisteina).

El tratamiento alcalina se emplea. para facilitar la
extracción de varias proteinas tales comosoja, nabo, hojas,
pescado, etc. y es usado comunmenteen la industria para mejo­
rar la solubilidad de las proteinas, la capacidad de espuma
y de emulsificación, para el hilado en fibras en los proce­
sos de texturización, para inactivar enzimasy en la destruc­
ción de toxinas y alergénicos.

El medio alcalina según la concentración, temperatura y
duración puede causar un mero aflojamiento, desagregación y
despolimerización g puede producir una hidrólisis limitada con
formación de polipéptidos y bajo condiciones intensas amino­
ácidos libres. Puesto que distintos productos se obtienen ss­
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Sún las condiciones de reacción, las propiedades funcionales
de las proteinas que han sufrido un tratamiento alcalino pue­
den ser bastante variables.

Respectoal valor biológico,el tratamiento alcalina
causa formación de dehidroalanina a partir de serina y cis­
tina, via reacción de B-eliminación. Este compuestoreacciona
con los i-.amdnc grupos de la lisina para formar lisinoala­
nina, con la cistina para formar lantionina y con la orni­
tina para dar ornitoalanina. Ademásse puede producir race­
mización y “cross - linking" con perdida del valor biológico.

Proteolisis
La proteolisis parcial se ha usado por parte de varios

investigadores para mejorar la solubilidad de las proteínas
de pescado, nabo, algodón y soja,entre otras. Las proteinas
de soja tratadas con pepsina son usadas comoagentes de ba­
tido en reemplazo de la clara de huevo , en formulaciones
para postres y los hidrolizados enzimáticos de caseina en
la manufactura de dulces y bombones. La proteolisis de múscu­
lo bovinc con papaína y bromelina aumenta la cantidad de pro­
teínas solubles en medio salinc y mejora la capacidad de e­
mulsificación.

Unproblemasignificativo en la hidrólisis enzimática
es la hidrólisis excesiva, con acumulación de productos de
bajo peso molecular, generación de "flavors" amargos, ademas
del costo de las enzimas requeridas. La formación de produc­
tos de bajo peso molecular puede ser deseable para una be­
bida, pero para propiedades tales comoligazón y de superfi­

_cie se requieren polipéptidos intactas. Se han realizado ee­
tudios para controlar la extensión de la hidrólisis y la
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manipulación de parámetros tales comoselección de enzima,
concentración de sustrato, pH, temperatura y tiempo.

Fujimaki y Arai44 han estudiado particularmente la
reacción de plasteina que involucra la hidrólisis enzimáti­
ca de proteinas en polipeptidos de bajo peso molecular segui­
da por la resíntesis de polipeptidos de alto peso molecular
y de proteinas. Esta reacción facilita la remociónde facto­
res antinutricionales, impurezas y componentesnc péptidicos
y la intercombinación de proteinas de varias fuentes para in­
corporar polipeptidos superiores desde el punto de vista nu­
tricional y funcional.

Iodificación a traves de Derivados
La formación de derivados para modificar las propieda­

des funcionales de proteínas para alimentos ha recibido aten­
ción limitada. Los derivados catióniccs de las proteinas son
rutinariamente usados , por ej. z "aislado" sódico de soja y
caseinato de sodio y calcio. Estos derivados poseen mejores
propiedades de humectabilidad, dispersibilidad y manipulación
y la naturaleza del catión, puede alterar el comportamiento
funcional.

La acilación (y alquilación) de varios grupos quimicos
en las proteinas provee un metodo mediante el cual un amplio
espectro de compuestos funcionales pueden ser incorporados a
ellas. Aunquenumerosos estudios básicos han sido conducidos
sobre la formación de derivados de 'aislados"proteicos de ali­
mentos para elucidar algunas prepiedades fisicoquímicas, sólo
recientemente han sido estudiados en relación 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 mejorangadores

la solubilidad, son relativamente estables al calor y demues­
tran buenas propiedades de emulsión.

Recientemente, Franzen y Kinsella46 estudiaron las pro­
piedades funcionales de proteinas de soja acetilada y succi­
nilada. Observaron que la capacidad de emulsión aumentó tres
veces, la estabilidad de emulsión un 30%, la capacidad para
formar espuma un 20%y la estabilidad de espuma 50%en la
proteína succinilada; en cambio, la acetilación causó cambios
negligontes en la proteina de soja.

La reducción en el valor nutritivo, comoresultado de
la acilación puede retardar y desalentar el desarrollo y uso
de esta técnica. Los grupos acil nucleofílicos reaccionan
predominantemente con los E-amino grupos de la lisina y la
naturaleza del grupo acilante afecta significativamente el
valor nutritivo. Valores de PERde 2,5 g 1,6 y 0,3 se han
informado para ratas alimentadas con caseina, caseina aceti­
lada y caseina succinilada respectivamente.

La succinilación parcial de las proteínas si bien mejo­
ra sus propiedades funcionales, tiene un efecto menosdele­
téreo sobre su valor nutritivo. En esas condiciones, la pro­
teína de músculo de pescado succinilada, en la cual el 30­
405€de los E- amino grupos fueron acilados observó un PER

de 2,86 comparado con 3,64 para la caseína44. De este modo
es posible modificar químicamente las proteinas mejorando
su funcionalidad y reteniendo adecuados nivele. de lisina
disponible.
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99293 DE AISLADOS PROTEICOS

- Obtención de "aislados" proteicos blancos - Agotamiento de
los "aislados por etanol 96%, previo al secado - Congela­
ción - Liofilización.

- Ensgïos de pardeamiento de un "aislado" proteico blanco de
semilla de lino

- Investigación de cggpggstoe carbonilicos en harina de se­
milla de lino - Agotamiento de harina de lino por mezcla

CH3OH20130H:H20- Obtención de lípidos asociados y su frac­
cionamiento por cromatografía en placa delgada - Evidencia
de la presencia de lípidos aldehidogénicos (plasmalógenos)
y de azúcares en el extracto lipidico y de azúcares reduc­
tores y polisacáridos en la harina.

- Aislados proteicos de semilla de lino a partir de harinas

agotadas por he339941 por mezcla 013CH2CH3OHzflzg.

FUNCIONALIDAD DE AISLADOS RQOTEICOS

VALORES DE INDICE DE SOLUBILIDAD DE NITROGENO SISB)

- Egperiencigg sobre"aislaggs" purificados por etanol 96g,
secados a 45°- Influencia del pHy de concentración de
"aislado".

- Experiencias sobre coágplos prpteicos recientes, no some­
tidos a deshidratación - Preservación de coágulos recien­
tes por congelación y por enfriamiento - Valores de lisi­
na disponible.

AISLADOS DE SEMILLA DE SOJA Y DE CARTAMO

- Obtención por dispersión alcalina y floculación a pHiso­
elóctrico - Características de ambos"aislados" agotados
por etanol y secados a 45°- Estudios de lípidos asocia­
dos y de aceites de extracción (soja).
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COLOR 2g AISLADOS PROTEICOS - FACTORES DETERMINANTES

Dos grandes tipos de materias primas vegetales son los
que se emplean en la obtención de "aislados" proteicos.
Un gran grupo deberia conducir, a través del.sistema de ob­
tención tradicional (dispersión en medioalcalino y flocula­
ción de proteinas a pHisoeléctrico) a la obtención de "ais­
lados" blancos. A este grupo pertenecen los subproductos
de la mayoria de las semillas oleaginosas (tortas, "expellers",
harinas ) , exceptuando aquellos que naturalmente contienen
polifenoles comoel ácido clorogénico presente en la semilla
de girasol u ortofenoles varios en hojas de plantas. En es­
tos últimos casos la aplicación del método tradicional ya men­
cionado produce la oxidación a quinonas de los polifenoles
(compuestos coloreados, generalmente verdes ) a valores de
pH superiores a 7,5. Las quinonas también pueden tener ori­
gen por oxidación catalizada por enzimas (polifenolasas) ,
en el caso de hojas . Cualquiera sea el sistema de oxidación
Operado las quinonas se unen en forma irreversible a las pro­
teinas , que resultan afectadas en color y en su valor bioló­
gico.

En idioma inglés el término "discoloration" no tiene

equivalente en castellano pues significa un cambiode tona­
lidad. En el caso de partir de materias primas carentes de

polifenoles la obtención de ProteínaS de °°l°r amarill° a
pardo oscuro a través del método tradicional responde a un
proceso de"discoloration".

ción de proteinas de hojas de plantas,
En cambio partiendo de harina de

girasol y en la obten
el métodotradicional no podrá evitar la obtención de
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"aislados" proteicos de tonalidades verdosas, pudiendo en
cambio sumarse a esa tonalidad la dependiente de un verdade­
ro proceso de "discolorstion" originado en otros causales
que dan en llamarse "pardeamiento".

la) - Obtención de "aislados" blancos

En la Argentina los primeros trabajos a escala de la­
boratorio para el aislamiento de proteinas de subproductos
de la industria aceitera, ocurrieron en lOs laboratorios del
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial, en los que se
operó (Centro de Investigación de Grasas y Aceites, GIGA),
cobro un 'expeller“ industrial de semilla de lino47. En tal

‘y oportunidad, según el métodotradicional (dispersión del
'expeller“ en agua a pH9,5 seguido de separación de la fa­
se liquida por centrifugación y precipitación de las pro­
teinas a pH 4.0), se obtuvieron por secado proteinas de co­

lor pardo oscuro, operando en vacio y a temperatura de 40 ­
50°. El producto era de granulometria despareja y duro, sien­

do muydifícil reducirlo a polvo P0r “0119:3343” m0rt°r°'
Con posterioridad Bertoni y Cattaneo ’ retomaron

el tema operando sobre harina de semilla integral de lino' to con
oleaginoso, obtenida en el laboratorio por agotamien
hexano técnico. Confirmaron los resultados logrados en
C 1.6 A y finalmente pudieron obtener proteinas bajo for­.“ o o ' lor

de polvo fino liviano, insípido e inodoro y de co Hma ' t ido a p

blanco por secmio (vacio, 45°) del coágulo ob en _ li' '- ‘ "ai ­

lé,trico (pH 4,0), previamente liberado de materlisoe c
idico por agotamiento con etanol 96%.P

5

—
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Este tratamiento se aplicó en base a la información
de Smith y col?o quienes trabajando en 1a obtención de pro­
teinas de lino señalaron la presencia de azúcares y compues­
tos nitrogenados solubles en el sobrenadante de la precipi­
tación de proteínas. Asi mismo los de Wolf y col.51 y Nash
y 001.52 que informaron la caracterización de diversos com­
ponentes asociados a proteinas de soja (azúcares, lípidos
y compuestosnitrogenados y fosforados) extraibles por eta­
nol (3 lavados con etanol 83-86%, con relaciones no.menores

de 20:1 comom1 etanol/gramos de proteina). En las experien­
cias realizadas con proteinas de semilla de lino por Bertoni
y Cattaneo48 se utilizó etanol de 96%en la relación 20:1
(ml etanol/g proteina seca). Previamente el coágulo había
sido lavado con agua a pH isoelóctrico. En los liquidos acuo­
sos de estos últimos, previa concentración en vacio parcial
a no más de 45°, se registró reacción de Molish positiva pa­
ra glúcidos en general y reductores (azul de metileno). De
los liquidos alcohólicos reunidos por concentración a no más
de 50°, se aisló un material visooso de color pardo oscuro
soluble en óter etílico, que fue estudiado analíticamente
comprobando un elevado valor de número de acidez (55,5 mg
KOH/ g), valores de 198,4 ; 106.4 ; 7,61% ; 80,8% y 0,30­

0,34 comoP1, para índice de saponificación, indice de yodo,
insaponificable, ácidos totales por saponificación y fósfo­
ro lipidico. Ademásse estudió por CGLde los ¿stores meti­
licos de los ácidos totales, la composiciónacidica de estos
lípidos. Estas experiencias fueron las primeras registradas
en literatura acerca de la naturaleza y composiciónde la
fracción lipidica extraíble por etanol de proteinas vegeta­
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10° rBcientemente floculadas a su valor de pHisoeléctrico.
Los mismosautores49 al Justificar el valor relativamente
bajo de contenido en Ez de las proteinas asi obtenidas (se­
cadas en vacío a 45°), comoconsecuencia de la presencia de
alrededor de 20%de un polieacárido constituido por galac­
tosa, ralnosa, arabinosa, xilosa y glucosa fuertemente li­
gado a la fracción proteica, comprobaronque estas protei­
nas no estaban libres de lípidos desde que por aplicación de
un drástico proceso de saponificación (potasa alcohólica al
6%) y según una adaptación de la técnica de Szutowic253, se
verificó un contenido en lípidos residuales de 0,35% re­
ferido a proteinas secas a 45°, constituido por material
insaponificable y acidos grasos, cuya composición acidica
fue establecida por CGLde los esteros metilicos de estos
últimos. Tambiénparece haber sido la primera mención sobre
la presencia de esta fracción lipidica en proteinas vegetales
aisladas en la forma señalada.

En general los trabajos sobre "aislados" proteicos ve­
getales registrados en literatura no hacen mencióna las ca­
racteristicas de color de los productos finales. Las tecni­
cas más frecuentemente mencionadas para el secado final en
escala de laboratorio o piloto son la de "spray" sobre coa­
gulo disperso en agua a pH isoeléctrico o sobre coágulo ao­
lubilizado a pH 7,0 (NaOH),obteniéndose en este último ca­
eo los llamados "proteinatos". La industria usa también casi
exclusivamente el proceso l'spray“ el que, en función de la
rapidez del proceso de secado (debido a los valores de tem­
peratura y grado de división del material) provee protei­
nas finales secas, blancas o ligeramente amarillentas. Ian­
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to por aplicación del proceso "spray" comopor liofiliza­
ción, se obtienen productos de estas características de co­
lor sobre coágulos conteniendo la totalidad de sus lípidos.

Indefeotiblemente todo proceso de secado sobre coágu­
los no tratados por etanol, conducea productos finales de
color pardo, en tonos de intensidad variable, aún operando
en condiciones que no pueden considerarse drásticas, tales
comoen vacio y a no más de 45°. Ello llevó a considerar
que la presencia de lípidos (extraibles por etanol) seria
un factor preponderante en el pardeamiento durante el seca­
do final sin excluir otros de incidencia menor, entre ellos
la concentración de agua del precipitado, eliminable en los
primeros tratamientos alcohólicos.

De esto último surge que en ausencia de compuestos
polifenólicoe el oscurecimiento de un "aislado" proteico
recientemente floculado a pHisoelóctrico se vincula, entre
otros factores, a su contenido acuoso, a la velocidad de des­
hidratación y a la temperatura operada en este proceso.
El proceso "spray" aparece comoel mas indicado en razón de
la alta velocidad de deshidratación, a su vez dependiente
de la temperatura, de la velocidad del aire y del grado de
subdivisión del material. La deshidratación térmica por
otros procesos (ejemplo: vacio, temperatura no mayor de 50°)
importa un proceso prolongado que demanda muchas horas y que
es dependiente del espesor del material, de la temperatura
y del grado de evacuación. Es razonable pensar que ese lap­
so es lo suficientemente prolongado comopara exponer el
producto, en un rango de contenido acuoso critico y psgpi
cio para el desarrollo de pardeo no enzimática, en base
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principal a restos lisina y compuestoscarbonílicos exis­
tentes en el coágulo integral ( restos de azúcares reduc­
tores, lípidos aldehidogénicos, compuestoscarbonílicos pro­
cedentes de autoridación de lípidos, etc.).

La eliminación rápida de la casi totalidad del conte­
nido acuoso de un coágulo reciente (lograble por "spray") pue­
de alcanzarse tambien por otros procesos rápidos o por inmo­
vilización del agua disponible.

Agotamiento por etanol
Un coágulo.recién obtenido por centrifugación se sus­

pende en suficiente volúmen de etanol 96%(generalmente re­
lación 1:20), desintegra a fondo y centrífuga decantando la
fase líquida (generalmente de color amarillo pardo). Este
proceso se repite dos veces más o hasta obtención de líqui­
dos incolozns. El primer tratamiento fundamentalmente dee­
hidrata, mientras que los posteriores completan ese proceso
y extraen la mayor parte de los lípidos englobados en el
coágulo (principalmente fosfolípidos, insaponificables, gli­
céridos , ácidos grasos libres, etc.). Estos lípidos por su
composición acídica son en mayor o menor medida autoridables,
lo que implica generación de compuestos carbonílicos que co­
moes sabido, intervienen indefectiblemente en procesos de
pardeo no enzimático.

Un coágulo agotado por etanol 96%en la forma señala­
da no está libre de componenteslipídicos. En efecto, si se
somete a un proceso de saponificación drástica (potasa a1­
cohólica al 6%)es posible aislar una pequeña fracción li­
pídica compuesta por ácidos grasos e insaponificable. Un
comportamiento similar se observa en coágulos agotados por
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una mezcla de ClJCH:CH3OH:320que, a pesar de su polaridad,
no elimina totalmente los lípidos retenidos. Un coágulo así
agotado (por etanol o por mezcla ternaria) secado en vacío
a no más de 45° conduce a un polvo blanco liviano, inodoro
e insípido. Sin embargosi este producto final se añade de
agua y elimina a ésta en vacío a temperatura de 55° se ob­
tendrá un producto seco de otra textura (escamosa) y de co­
lor amarillo parduzco. De ahí que la velocidad de elimina­
ción del agua tenga tanta incidencia en los fenómenosde
pardeo.

Tanto los lípidos extraíbles por etanol comolos lí­
pidos residuales (extraídos luego del proceso drástico de
saponificación), no preexisten comotales ni en la harina
(en el primer caso), ni en el coágulo agotado por etanol
(en el segundo). En efecto, durante la dispersión alcalina
de las proteínas de una harina (pH 9-10,5) debe ocurrir sa­
ponificación, en razón del tiempo de contacto a esos valo­
res de pH (dos períodos de una hora cada uno). Los Jabones
formados liberan los ácidos grasos al pH isoeléctrico y
éstos coprecipitan con las proteínas. Ello surge claramente
de los elevados valores de número de acidez libre de los

lípidos aislados de los extractos etanólicos de numerosas
fuentes de proteínas (50 - 150 mg KOH/g), como se observa

en la ggblg l. Estos lípidos en su forma preexistente deben
contener principalmente lípidos polares, no extraídos por
hexano técnico y contienen fósforo lipídico (0,20 —1,74%

como P; 25215 l). Un exámen de la composición acídica de
estos lípidos muestran valores que difieren sensiblemente
de los correSpondientes a los ácidos totales de los aceites
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seminales respectivos. Comoconsecuencia se registran en la
mayoría de los casos valores sensiblemente menores para los
índices de yodo de los ácidos totales de los lípidos etano­
licos. Los contenidos en lípidos extraíbles por etanol son
función de la materia prima (harina de partida) y oscilan
entre l y 2%en la mayoría de los casos, si bien se observa­
ron valores elevados para girasol (2 - 3,6%sobre proteína
seca), en sésamo (4,4% sobre proteína seca) y en cítricos
(5,2%sobre proteína seca), ver ggglg_l. Otra caracterís­
tica de estos lípidos es su riqueza en materiales insapo­
nificables (4 - 38%sobre lípidos) y consecuentemente va­
lores bajos de sus contenidos en ácidos totales por saponi­
ficación (29 - 86%).

Por su parte los llamados lípidos residuales (aisla­
dos luego de saponificación drástica de la proteína seca
agotada por etanol) están constituidos (dada la técnica de
obtención) por una fracción insaponificable y otra de aci­
dos grasos. Las composiciones acídicas de estos últimos
difieren de las de los lípidos extraídos por etanol y en
general son de mayores valores de índice de yodo que los
ácidos totales de la fracción etanólica. Los valores de ren­
dimiento fi de proteína seca y de índice de yodo de los áci­
dos totales (calculados) de estos lípidos residuales corres­
pondientes a diversos "aislados" fueron :
Cítricos (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), cártamo (0,78% y
117,5) , soja extraído a pH 7,0 (0,86% y 106,6) y "aislado"
de soja extraído a pH 10,0 (0,94% y 114,4) respectivamente.
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Congelación
La congelación del agua libre de un "aislado" recien­

temente obtenido por centrifugación anula o inhibe 1a ocurren­
cia de procesos de pardeamiento no enzimática ( por ausen­
cia del solvente de los reactantes iniciadores de este pro­
ceso). Cabe admitir que un proceso de congelación rápida
debe ser más efectivo que uno lento en razón de la veloci­
dad de congelación y de la inhibición de los procesos de
pardeo a muybajas temperaturas. La inhibición a bajas tem­
peraturas (8 -10°) permite evitar pardeo sin congelación
por lapsos de hasta dos semanas.

Liofilización
Este proceso importa una deshidratación que se inicia

con la inmovilización del contenido de agua libre (congela­
ción) y que prosigue con su eliminación sin pasar por el es­
tado liquido (sublimación). De este modotampoco aqui los
reactantes de un proceso de pardeo no enzimático podrian
interaccionar.

Los procesos de pardeo de "aislados" proteicos durante
las etapas de secado a partir de coágulos recientes inte­
grales pueden evitarse o inhibirse empleandodurante la dis­
persión alcalina agentes reductores comoel sulfito de so­
dio, el ditionato de sodio o el ditionato de cinc o emplean­
do anhídrido sulfuroso comoagente precipitante para alcan­
zar el pHisoelóctrico. Es sabido,que los sulfitos son inhi­
bidores de los procesos de pardeo no enzimático.

Tratándose de "aislados" a partir de harinas que con­
tienen ácidos clorogónicos u otros polifenoles, los sulfitos
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proveen en el medio alcalino de dispersión (pH 7,5) un me;

dio reductor que se opone a la producción de compuestos co­
loreadas (generalmente verdes) a partir de esas sustancias.
También es sabido que los sulfitos reaccionan con grupos
—S-S- (cistina) según:

R-S-S-R + so; ——- R-s' + R-s-so3'
grupo S-sulfo­
cisteína

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

derivados con agrupación —S-SOBNatienen o no efectos tóxi­
cos.

En el caso particular de las proteinas de hojas ia
oxidación de o-difenoles.a o-quinonas54 es catalizada por
polifenolasas. La acción de los polifenoles y quinonas sobre
los E- aminogrupos de la lisina y la subsiguiente polimeri­
zación de polifenoles en complejos de tipo tanino-proteí­
na puede involucrar numerosos aminoácidos, incluso esenciales
que así se vuelven inaprovechables a través de procesos de
digestión de animales monogastricos.

La eXplicación de los mecanismos de pardeamiento de
"aislados" proteicos a través de procesos de secado involu­
crando "browning" no enzimático, nunca ha sido objeto de
una prueba experimental concluyente. La existencia en las
harinas de partida de azúcares reductores, asi comola pre­
sencia de lípidos autoxidables en los "aislados" incluyen­
do fosfolipidos o lípidos aldehidogénicos (plasmalógenos)
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proveen los compuestas carbonilicas que Junto a los E. amino
grupos de lisina y de etanolamina fosfolipidas pueden ini­
ciar procesos de pardeo no enzimática que se aptimizan a
niveles de contenido acuosa apropiado durante el secado.

En cambio estas procesos de pardeamisnto no enzimáti­
co han sido recientemente oorrelacionados con la disponibi­
lidad de lisina en sistemas modeloconstituidos con distin­
tas proteinas (albúmina de huevo, proteinas de suero de queso,
concentrado de proteina de pescado, gluten de trigo y pro­
teínas texturizadas de soja) en iguales concentraciones en
nasales con celulosa microcristalina comosoporte, conte­
niendo glicerol. aceite de ApiezónB. sarbata de potasio, glu­
cosa y agua (valores de a. 0,63 - 0,78)55. Este estudio abar­
có la apreciación del grado de pardeo no enzimática (por eva­
luación de color en extractivas) y de lisina disponible a
distintos periodos de tiempo por estacionamiento a 30° du­
rante 60 dias en enVases bermóticos. Se comprobóque ocu­
rían comportamientosdiferentes según la proteina presente
en el sistema, atribuibles a distintos grados de pardeo y
conjuntamente de lisina disponible, posiblemente debido a la
intervención de otros aminoácidos (arginina, glutamina, as­
paragina, bistidina, tirosina), así comoa la configuración
estructural de cada proteína, concluyendo que no existe una
relación fija entre el grado de pardea y pérdida de lisina
disponible. A las fines de estas conclusiones se tuvieron
en cuanta las tiempos de inducción (periodo previo a la apa­
rición o visualización de pardeo, grado de pardeo durante el
período de utilidad esperado para el modelo, producto a for­
mulación y la proporción de lisina disponible, medida en dias
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para alcanzar mermas del 50%).
56 se informaron ensayos bioló­También recientemente

gicos con caseina marcada (U14 C-L- lisina) de leche de ca­
bra sometida a pardeo enzimático (en presencia de glucosa
a 37° y con humedad relativa de 70%), confirmando que la
causa principal de la reducción del valor biológico por par­
deo reside en el bloqueo de la lisina, la que a través de
procesos de digestión permanece en el intestino delgado ba­
Jo forma de un derivado de muy baja velocidad de absorción.

lb) - Ensayos previos de pardeamiento sobre En "aislado"
Blanco de semilla de Lino
Dieponiendo un "aislado" proteico blanco de semilla

integral de lino, en forma de polvo liviano incoloro e in­
sípido, obtenido según48, se llevaron a cabo experiencias
sencillas por agregadode materiales lipídicos presentes
en el coágulo o de derivados de los mismos. Si a este "ais­
lado" se agregan estores metilicos de los ácidos grasos to­
tales de aceite de semilla de lino disueltos en etanol 96%
(un volúmensuficiente para obtener una suSpensión del “ais­
lado“ en esa solución) y se mantiene por dos horas en rota­
vapor a 60-70° y luego se lleva a seco a esa temperatura y
en vacío, se obtiene un producto en forma de polvo fino de
color blanco. Pese a la presencia de ácidos grasos alta­
mente autoxidables (18:2, 18:3) no se ha observado ningún
cambio. En otra eXperiencia similar se operó en presencia
de agua y solución alcohólica de los ésteres metílicos em­
pleados en la experiencia anterior. El producto final lue­
go de secado en rota-vapor a 60- 70° y en vacío parcial,
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consistía de escamas amarillas adheridas al balón. Se con­
cluye que la presencia de agua está vinculada a la apari­
ción de color y al cambio de textura.

Podría suponerse que fueran los lípidos polares respon­
sables de fenómenos de pardeo y en base a este supuesto se
suspendió "aislado" blanco de semilla de lino en agua, man­
tuvo a 60-70° y agregó (disuelto en cloroformo) una fracción
de lípidos extraídos por cloroformo a partir de una harina
agotada previamente por hexano. Se procedió al calentamien­
to a esa temperatura por una hora y llevó a seco en rota­
vapor. Se obtuvo un producto oscuro en forma de escamas
adheridas al balón. Resultó evidente que la presencia de
lípidos polares y agua incrementaba por secado el color
respecto de la presencia de agua y ósteres metílicos.

Tanto los lípidos inicialmente agregados comolos re­
cuperados del producto final pardo por extracción con clo­
roformo se analizaron por CGL(Figuras l y g)con los resul­
tados siguientes (1 de ácidos totales) z

Lípidos polares (solubles en C13CH,iniciales) : ;3¿g (0,3),
_1_6_=_0_(13.3).1_Egg(3.4).gg (23,4) .¿eg<21.o)._1_8_.-_3
(38,6) y rastros de lg¿9 , ¿g¿g , l1¿g , l1¿l y gg¿¿.

Lípidos recuperados del producto pardo(extracción por 01308) :
;g¿g (1,2) , ? (0,3) , rbl420? (0,3) , l¿¿9 (1,9) . l¿¿l
(0,2) , r-15:O (0.1) , 15:1 + r-16:0? (0,5) , ¿g¿g (18,2) ,
mi (4.6) .y_:9_ (1.o) . _11_:_1<o,5). 1_8:_9(5,4) ,1_8=_;
(24.2) . _18_:2(14.3) y 1_8:_3_(26.9)­

La comparación de estas cifras revela sensible mer­
ma en las concentraciones de ;g¿g y lg¿; en los lípidos re­
cuperados de los lípidos que sufrieron pardeo (14,3 y 20,9%
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respectivamente frente a 21,0 y 38,6%en los lípidos po­
lares inicialmente agregados en la experiencia). Ello po­
dría explicarse por la ocurrencia de un proceso de autoxi­
dación, posiblemente vinculado a la producción de compues­
tos carbonílicos intervinientes en el fenómenode pardeo.

Finalmente se realizó 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 vacío
parcial y a no más de 50°; se obtuvieron escamas adheridas
al balón de color pardo claro.

En conclusión, la presencia de agua sola produce cam­
bios de textura y de color a pardo claro; la presencia de
agua y de esteros metílicos de ácidos totales de aceite de
lino provee cambiode textura y color amarillo claro y la
presencia de agua y de lípidos polares conduce a cambios de
textura y sensible intensificación del color. En cambiola
ausencia de agua, aun en presencia de ácidos grasos autoxi­
dables no produce cambios de color ni de textura.

Se desconoce el mecanismoque provee color por la pre­
sencia de agua en procesos de calentamiento y secado final
no pudiéndose afirmar si ello está vinculado a la presencia
en el "aislado" blanco de lípidos residuales no extraíbles
por etanol, que por autoxidación proveerían compuestoscar­
bonílicos iniciadores de procesos de pardeo.

El "aislado" inicial contenía 3,86 g lisina/16 g N.
En las experiencias descriptas que se acompañaronal pardeo
(agregado de agua más lípidos polares seguida de digestión
a 50° y secado final a esa temperatura en vacío) se regis­
traron contenidos de lisina en los productos finales de
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3.71 y 3.59 3/16 g N, respectivamente. Estas cifras en am­
bos casos menores a los del contenido del producto origi­
nal indican una leve pérdida de lisina diaponible. Debe te­
nerse presente que el grado de pardeo que pudiese ocurrir
por eliminación lenta del contenido acuoso se veria dismi­
nuido sensiblemente en las experiencias expuestas en razón
de haberse reducido a un minimo la disponibilidad de com­
puestos carbonilicos, de modoque la relación agrupación
carbonilica/lisina era muyalejada de la que se considera
óptima (agrupación carbonilica comoglucosa / lisina = 3:1).

2) - Investigación sobre presencia de gggpuestos carboní ­
licos en harinas de sggilla de lino - Obtención de
harina de segilla de lino libre de lípidos extraíbles

por hexang y por mezcigggg3gg¿g¿3gg¿gzg

2a) - Experienciggíprevias
Sobre una partida de lino oleaginoso, var. Tezanos

Pintos, se procedió a la molienda y agotamiento por hexa­
no en Soxhlet.

La harina liberada del solvente al aire y en estufa
de vacío a 60° respondió a los siguientes valores anali­
ticos : eggs z 12,57 ; cenizas : 6,15 ; fibra z 8,46 ,
N total z 5,34 ("proteina bruta" comoN x 0,25 s.s.s. 38,17%).
Esta harina contenía lípidos principalmente polares que de­
terminados por extracción con éter etílico (Soxhlet) repre­
sentaron l,64% sobre harina agotada por nexano. Operando
sobre otra porción de harina agotada por hexano y según la
técnica de Lyonsy Lippert57 se extrajeron los lípidos re­
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siduales con la mezcla monofásica C13CH:CH30H:HZO(l,3:2,6:
1,0 v/v) (ver Parte Experimental), obteniendo por centri­
fugación la fase líquida que, añadida de agua, separó una
fase clorofórmica de la que por eliminación del solvente
(rota-vapor) se aislaron lípidos que representaron 1,58%
sobre harina original. Este valor fue muysimilar al encon­
trado por extracción con éter etílico, así comolos 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 etílico y 19,36%para la obtenida

con la mezcla 013CH:CH30H:H20.
Los lípidos extraídos por hexano sobre semilla mo­

lida (aceite) y los residuales extraídos sobre la harina
por éter etílico y por mezcla Cl CH:CHOH:H20contenían3 3
fosfolípidos en concentraciones muydistintas. Para el a­
ceite (hexano) el Contenido de fósforo totalsa’59 fue 17,9
mg (como P)%g de aceite ; para los lípidos extraídos por
éter etílico 163,9 mg (comoP)%g de lípidos y para los
aislados según Lyons y Lippert 1540,0 mg (como P)% g de lí­
pidos. Estas cifras expresadas en fosfolípidos (N x 25)6o,
son : 0,45 ; 4,10 y 38,50 fi respectivamente . En consecuen­
cia la similitud de valores de contenido en lípidos resi­
duales de la harina de origen (1,88 y 1,96 s.s.s.) es una
mera coincidencia dado que la riqueza en fosfolípidos de
los lípidos extraídos según Lyons y Lippert fue nueve veces
mayorque la de los lípidos aislados con éter etílico.

Comocomplementode los valores analíticos anteriores
se procedió_a la determinación de los contenidos en insapo­
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nificable y en ácidos totales así comode los valores de
índice de yodo de los insaponificables y composiciones ací­
dicas (CGL)de los ácidos totales de los lípidos aislados

por ¿ter etílico, por la mezcla CH3OH:Cl3CH:H20y del acei­
te extraído por hexano.

El Cuadro g resume los valores de composiciones ací­
dicas pudiéndose deducir que las menores concentraciones
en ácidos saturados se verificaron en el aceite de semilla
y las mayoresen los lípidos residuales extraídos por ¿ter
etílico, las mayoresconcentraciones en ;g¿; (linolénico)
se observaron en el aceite (57,5%) y las menores en los lí­
pidos de éter etílico (32,0%) . En base a las composiciones
CGLse calcularon los índices de yodo de los ácidos totales con
los valores siguientes z aceite z 197.9 ; lípidos residuales
de éter etílico z 152,9 y lípidos residuales.ggggg ¿1292 1
Lippert 2181.8.

La ggglg ;_resume algunas características analíticas
de las fracciones de lípidos residuales en la harina desta­
cando, además de las diferencias en el contenido de fósforo
lipídico y de índice de yodo de los ácidos totales ya mencios
nadas , que los de éter etílico son de mayores contenidos en
.insaponificable (pero de menores valores de índice de yodo
de estos últimos)-y mayores contenidos en ácidos totales.

2h) - Obtención de harina de semilla de lino agotada por

hekano‘l por 013CH20H30H2H22en frío y en presencia
de antioxidante 4_Estudio de fracciones lipídicas

Las experiencias previas (2a) señalaron la existen­
cia de lípidos polares (fundamentalmentefosfolípidos) en
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una harina de semilla de lino agotada por hexano. Los valo­
res de composiciónacidica de esta fracción lipidica indica­
ron una elevada concentración de ácido linolénico (altamente
sutoxidable).

La literatura mencionatrabajos que atribuyen la ten­
dencia a autoxidación de fosfolípidos en emulsiones acuosas61
a dos factores principales : la composiciónacídica (en es­
pecial su concentración en ácidos polietilénicos) y el tipo
de base nitrogenada presente en el fosfolípido (mayorautoxi­
dabilidad en etanolaminafosfolipidos que en colinafosfolipi­
dos). Consecuentementese decidió, sobre una nueva partida
de semilla de lino, obtener harina libre de lípidos agotada
en primer lugar por hexano (fundamentalmente aceite) y lue­
go según Lyons y Lippert, Operando en ambos casos en frio
(20°) y en presencia de BH!(diterbutilhidroxitolueno) en
concentración de 0,004 g fi ml para el hexano y de 0,002 g

f ml para la mezcla CH3OH:013CH:H20(20 : 10 : 7,6 v/v).
Se operó sobre 2003 de semilla molida efectuando siete ex­
tracciones sucesivas con 500 ml de hexano por vez (los úl­
timos extractos separados por centrifugación eran incolo­
ros). Comoresultado se obtuvo aproximadamente 100 g de ha­
rina libre de aceite conteniendo hexano que se suspendió

en 915 ml de la mezcla CHJOH:CI3CH:H20 mencionada , agi­
tando periódicamente durante 24 horas y centrifugando. El
insoluble (harina) se trató de igual modopor tres veces
más, reuniendo los líquidos que Se adicionaron de aproxi­
madamenteun l lt. de agua. Ello provocó la separación de
una fase clorofórmíca conteniendo los lípidos que fue decan­
tada netamente de la fracción hidroalcohólica por centri­
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fugación. La fase clorofórmica fue concentrada en rota­
vapor aislando un residuo lipídico oscuro y viscoso. Los
líquidos hidroaloohólicos eran de color amarillo pardo y se
concentraron en rota-vapor en vacío parcial a no más de 70°
obteniendo un residuo pardo aparentemente amorfo, que se di­

solvió en la mezcla C330H2H20 (144250 v/v) llevando a vo­
lúmenen matraz aforado para su ulterior análisis.

La gabla_¿ se refiere a valores de rendimiento y de
diversas características fisicoquímicas de las tres fraccio­
nes de lípidos separadas de la segunda partida de semilla
de lino, destacando el incremento notable en materiales in­
saponificables en el orden aceite<< lípidos Lyons-Lippert
<1 lípidos residuales que observaron el mayorvalor de ín­

dice de yodo en el correspondiente a los lípidos residuales

(134,0) y el menor en los lípidos extraídos por C13CH:CH3OH:
320 (86,4). Los contenidos en ácidos totales por saponifi­
cación de estos últimos lípidos y de los residuales fueron
muysimilares (59,5 y 58,1 fi respectivamente) y desde ya
muyinferiores a los del aceite (95%). El valor de fósforo
lipídico detenminado en los lípidos Lyons-Lippert (1200 mg
P / 100 g) fue algo inferior pero del mismoorden observado
para esos mismoslípidos en la harina de la primera partida
de semilla de lino (1540,0 mg/ 100 g).

Los ácidos totales del aceite y de las dos fraccio­
nes lipídicas se examinaron en sus composiciones acídicas
por CGLde sus esteres metílicos, observando los valores
(fi de ácidos totales que figuran en la Tabla 2 (Figuras2.1“)­

De su observación surgen variaciones en los mismos
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sentidos que los observados para el aceite y los lípidos
según Lyons y Lippert de la primera partida (ver 25215 g).
La comprobaciónmás notable se refiere a la existencia de
lípidos residuales en la harina luego de los agotamientos

por hexano y por mezcla CHJOH:CI3CH:HZO,comportamiento
que no ha sido registrado. Estos lípidos residuales mostra­
ron tener ácidos de cadena corta (Q¿Q_y¿Q¿Q) en concentra­
ciones significativas (8,3 y 9,3%, repectivamente). El ín­
dice de yodo de los ácidos totales de esta fracción lipí­
dios residual fue significativamente menora los del acei­
te y de los lípido Lyons- Lippert (127,4 frente a 194,1 y
164,6 respectivamente).

2o) - Fraccionamiento de lípidos extraídos por mezcla

953gg¿g;3gg¿g¿g - Composiciones acídicas
Se llevó a cabo operando sobre esos lípidos, con los

detalles que se exponen en la Parte Experimental, en placa
delgada de sílica gel G en escalas analíticas y preparati­
va. La disponibilidad de algunos patrones y el uso de reac­
tivos de revelación permitió separar lípidos neutros (LN),
etanolaminafosfolípidos (EFL), un fosfolípido Dragendorff
positivo con un corrimiento análogo a un patrón de esfingo­
mielina, colinafosfolípidos (CFL), lisocolinafosfolípidos
(LCFL)y dos probables glicolípidos (GL).

De las placas en escala preparativa y por elución de
los raspados respectivos con éter etílico - oloreformo se
aislaron fracciones de LN , EFL , CFL , LCFLy presuntos
GL.
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Desde que en cada una de estas fracciones pueden

ocurrir la presencia de lípidos aldehidogénicos (fosfora­
dos o no), los eluidos de LN , EFLy CPLse saponificaron
extrayendo con éter de petróleo presuntos insaponificables
y recuperando en cada caso los ácidos totales libres de in­
saponificable. Los insaponificables deben contener los al­
coholes vinilicos unidos comoeteroxidos a la glicerina li­
berada en los procesos de saponificación, que son estables
en medioalcalina. Los acidos totales libres de insaponifi­
cable de cada fracción se transformaron en esteros metili­
cos y examinaron por CGL.Los insaponificables se hirvieron
a reflujo con metanol anhidro conteniendo ácido sulfúrico
comocatalizador, procesos que llevan a la obtención de

dimetilacetales procedentes de aldehidos generados en base
a los alcoholes vinilioos eterificados en los lípidos al­
dehidogénicos presuntivamente existente362'63. Esos dime­

tilacetales también se examinaron por CGL
La ggblg É resume los valores de composición acídi­

ca de las fracciones de LN, CFL, EFL (Operando sobre éste­
res libres de dimetilacetales) , de presuntos GLy de la
fracción de LCFLincluyendo probables dimetilacetales (gig!­
rgg 2 , g , 1 , g , g ,19) . En todas las fracciones fue­
ron componentes"mayores' el ácido palmitico (9,1 - 30,1%)
y el ácido oleico (16,6 - 38,2%). El ácido linoleico fue
componente "mayor" para LNy GL? observándose mayor concen­
tración en estos últimos (27,4 y 31,4%). El ácido linole­
nico fue también componente"mayor“ para LNy GL?, observan­
do la mayor concentración (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 acidicas fue en todos los
casos significativa por la presencia en bajas concentracio­
nes de ácidos normales, ramificados e insaturados (monoeti­

lénicos) entre 010 y 018 comprendiendo en algunos casos
ácidos de número impar de átomos de carbono.

2d) - Presencia de Lipidos aldehidogénicos

Según se ha expuesto y a partir de las fracciones
insaponificables aisladas por saponificación de los LN,
EPLy CPLse 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, 1a mayoria de los
cuales estuvieron presentes en los dimetilacetales de todas
las fracciones citadas, asi comoen los dimetilacetales de to­
das las fracciones reunidas e hidrogenadas (Pd 10%/ C,
ciclohexano) a presión y temperatura normal. Se verifica­
ron componentes con los siguientes tiempos de retención
(medidos en cma partir de 1a elución del pico solvente) :
0,31 - 0,32 ; 0,50 ; 0,63 —0,65 ; 0,82 - 0,87 ; 1,03 _
1,07 g 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 g 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
hidrogenación se observaron también picos con valores de

Tr 3 1,28 : 3.50 : 5,10 : 7,35 ; 14,40 y 15,40. (Figgras
ll v lg 9 ll Y_li)
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Teniendo en cuenta estos valores de Tr y según Farquhar62
(quien estableció que a igual número de átomos de carbono
los valores de Tr de dimetilacetales y de ésteres metilicos
de ácidos ramificados saturados, son inferiores a los de los
esteros metilicos saturados normales) se ha evidenciado que
en los LN , EFLy CFLlos dimetilacetales correSponden a
eldehidos de 8 - 10 a 20 átomos de carbono figurando algunos
insaturados y casi seguramente otros ramificados.

Los fosfolipidos,como es sabido, son sustancias que
están distribuidas en tejidos de seres de prácticamente to­
das las formas vivientes, incluyendo tejidos vegetales.
Consecuentemente lo mismopuede decirse de los lípidos alde­
hidogénicos cuyos representantes más conocidos son fosfoli­
pidos aldehidogenicos que se designan como"plasmalógenos"
y que también se encuentran en tejidos de seres vivientes
animales y vegetalesó4’b5.

La base de procedimientos colorimétricos para la de­
tección y valoración de "plasmalógenos" reside en la reac­
ción coloreada (rojo violáceo) que se produce con el reacti­

vo fucshina - SO2y los aldehidos que en medio acuoso se li­
beran a partir de los"plasma16genos"64. Normalmentela aci­
dez del ácido sulfuroso en el reactivo es suficiente para
liberar los aldehidos pero ello ocurre muylentamente. Los
compuestosfinales coloreados entre el reactivo y los alde­
hídos son solubles en agua y también en liquidos inmiscibles
con el agua tales comoalcohol amilico y otros de mayor PM.
De este modoes posible a los fines cuantitativos, extraer
con alcohol amilico, caprilico etc. los complejos colorea­
dos y apreciar la intensidad de color por via fotométrica.
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En el estudio de esta reacción aplicada a mezclas que comp
prenden fosfolipidos se demostro que bajo ciertas condicio­
nes los lípidos o sustancias sintéticas con actividad de super­
fie inhibían el desarrollo de color con aldehidos grasos su­
periores y ello determinó largas discusiones acerca de la adop­
ción de técnicas para fines principalmente cuantitativos,
hasta que Feulgsn y col.66 precisaron cuidadosamente los de­
talles sobre reactivos, preparación y purificación asi como
la técnica a emplear en evaluaciones cuantitativas64.

Con carácter previo a los ensayos sobre las fracciones
de supuestos dimetilacetales de LN , EFLy CFLseparados por
fraccionamiento preparativo en placa de sílica gel Gse rea­
lizaron ensayos (ver detalles en 1a Parte Experimental) so­
bre hexanal, decanal y sobre los respectivos dimetilacetales
previamente preparados. Se pudo confirmar que la acidez de
ácido sulfuroso propia del reactivo liberaba lentamente a los
aldehidos de los dimetilacetales, ocurriendo percepción cla­
ramente positiva en lapsos de hasta 20 minutos. El agrega­
do de ácido clorhídrico 2N, tal comoprescribe la reacción,
seguido de calentamiento por 10 minutos a 55° conduce a reac­
ciones positivas inmediatas.

En primer lugar se operó sobre el extracto bruto en la

mezcla ternaria C13CH:CH3OH:H20, suponiendo que en la misma
la concentración en "plasmalógenos" sería muybaja. Obrando
sobre 0,5 mgde esos lípidos y aun liberando aldehidos por
agregado de acido clorhídrico 2N según se ha dicho, se obtu­
vo una reacción aparentemente negativa. Sin embargo por extrac­
ción de los productos de reacción con n-hexanol ( de reacción
negativa en un ensayo en blanco) seguida de separación de la
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capa alcohólica esta era de color rosado, indicando resul
tado positivo.

Remanentesde los eluídos de los rasPados de frac­
cionamientos preparativos en sílica gel G, formados por
CPL, EFLy LNreunidos, se disolvieron en ácido acético
practicando reacciones sobre esta mezcla que contenía apro­
ximadamente 2 mg de lípidos en 0,2 ml. Se obtuvo reacción
netamente positiva, al igual que sobre un remanente de e­
sos lípidos sometidos a hidrogenación catalítica y del que
ee había obtenido un cromatograma por CGL. De este modo se
pudo probar que la fracción de lípidos polares extraída por

CIJCH:CH3OH2320sobre harina agotada previamente por he­
xano, contenía lípidos aldehídogénicos-, tal comohabía
surgido de los exámenes por cromatografía gas -líquido .

2c) —Azúcares extraíggs por mezcla gg3OH20130H2H29

Los extractos en CIJCH2CH30H:H2O(pág 54) reunidos
separaron por adición de agua una capa clorofórmica de la
que se aislaron los lípidos cuyo estudio se ha descripto

y otra (sobrenadante) constituida por CH30H2H20que una
vez separada, se concentró en rota-vapor (vacío parcial,
temperatura máxima70°), obteniendo un residuo de color
amarillo pardo aparentemente amorfo que se disolvió en

mezcla CH3OH2H20(144250 v/v) llevando a volúmen en matraz
aforado. Sobre alícuotas se determinaron : el residuo por
evaporación (5,36% sobre semilla), el contenido en N (0.098%
sobre semilla g 0,61 expresado en "proteína bruta" fi de
semilla) e investigaron los azúcares presentes por proce­
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sos cromatográficos (ver Parte Experimental), habiendo po­
dido reconocer unicamente la presencia de sacarosa (la de­
terminación de azúcares reductores en esta fracción solu­

ble en CH3OH2H2
dos en glucosa y la de invertibles 2,05 fi sobre semilla,

O representó 0,15 fi sobre semilla expresa­

comosacarosa).

2f) - Investigación de azúcares y polisacáridos en harina
de lino - Presencia de azúcares reductores

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

Se investigó la presencia de azúcares reductores
(0,21 fi sobre harina,como glucosa), invertibles (3,52 fi
sobre harina, comosacarosa) e hidratos de carbono saca­
rificables (20,72 fi sobre harina, comoalmidón).

En la identificación de azúcares por cromatografía
en placa delgada se encontró glucosa, levulosa, maltosa
y sacarosa (poca) comoazúcares reductores e invertibles;
glucosa y muyprobablemente levulosa después de la inver­
sión y glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa comoconsti­
tuyentes de los hidratos de carbono sacarificables (des­
pues de un proceso de hidrólisis con ClH densidad 21,125).

Comopodra observarse se ha verificado en harina
de semilla de lino agotada por heiano la presencia de una
baja concentración en azúcares reductores (glucosa, levu­
losa y maltosa), además de sacarosa como azúcar no reduc­

tor. Por el contrario y Operando sobre la capa CH3OH:H2O
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de la separación de lípidos extraídos por 013CH:CH30H:H20
de harina agotada por hexano , la estimación cuantitativa
reveló una pequeña concentración de componentes reductores
no habiendo sido posible evidenciar en esta fracción los
azúcares reductores mencionados, pero si la presencia de
sacarosa (no reductor). Esta aparente contradicción po;
dria explicarse en base a la ocurrencia de una reacción de
"browning no enzimática" a partir de los mencionados azú­
cares reductores (compuestos carbonilicos) con los EPL
( que poseen un grupo amino libre primario). Este crite­
rio ( que no ha sido demostrado) se veria reforzado por
haberse llevado a cabo la concentración en vacio parcial del

extracto en CH3OH:H20,circunstancias que harian aumentar
la velocidad de reacción en el proceso Maillard en función
de la temperatura y por haberse logrado una concentración
acuosa crítica en determinado momentode la evaporación en
rota-vapor. Ademásresulta llamativo el hecho de que la
sacarosa(no reductor) haya sido reconocida_en ambosextracq<
toa.

3) - Aislado proteico de semilla de lino agotada por

hexano y por mezcla 013CH:CH3OH:HZQ

La experiencia sobre 200 g de semilla de lino agota­

da por hexano y por mezcla 013CH2CH30H2H20en-frío y en
presencia de BHTcondujo a la obtención de fracciones li­
pídicas y de una harina residual. Esta última, conteniendo

mezcla 013CH:CH3OH:H0 se suspendió en CH3OHanhidro, cen­2
trifugó y repitió este tratamiento por dos veces más.
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La harina residual se calentó a 50° en estufa de vacío
hasta consistencia pulverulenta, conteniendo en esta con­
dición 28,80% de agua. Dado este elevado valor se pro­
siguió el calentamiento en las mismas condiciones hasta
un valor final de 10,37%de contenido acuoso. La harina asi
obtenida (96g) fue analizada registrándose 6,36%para ce­
nizas (SGO-550°) sobre el producto tal cual y 6,90% de N
sobre sustancia seca, equivalente a 43,13%de "proteina
cruda". Esta harina supuestamentelibre de aceite y lípi­
dos polares se empleó para la obtención de un aislado pro­
teico operando en las mismas condiciones48 señaladas por
Bertoni y Cattaneo (dispersión acuosa en medio alcalino a
pH 9 -10) y precipitación a pH isoeléctrico (pH 4,0 , ver
Parte Experimental).

Sorpresivamente se evidenció una disminución sig­
nificativa del rendimiento en "aislado" respecto del ob­
tenido a partir de harina agotada por hexano solamente.
Este hecho, comomás adelante se expone se vincula muy
probablemente a desnaturalización durante la extracción

con la mezcla CH3OH:Cl3CH:H20(sumamente polar) y a un
consiguiente cambio en el valor de pHisoeléctrico. El
total del "aislado" floculado a pH 4,0 se fraccionó en dos
partes aproximadamenteiguales, una de las cuales se sus­
pendió en etanol de 96% (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° resultó
ser un polvo blanco insipido e inodoro. La otra fracción
de coágulo se llevó a peso constante a 45° con aumento
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Gradual de vacio obteniendo un producto de color pardo.
El total de "aislados" secos a 45° fue de aproximadamen­
te 3g (3.7 fi 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 análisis 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 reveló que pese a los procesos de
desnaturalización ocurridos y a la eliminación práctica­
mente exhaustiva de lipidos,el secado en vacio a 45° pro­
voca pardeo en presencia de agua (el valor de lisina dis­
ponible del "aislado" asi obtenido fue 3,36 g/ 16 g N).
Ello hace suponer un probable pardeo no enzimática origi­
nado en los lípidos residuales (que permanecen en la ha­
rina aun después del agotamiento por hexano y mezcla ter­
naria, a través de compuestoscarbonilicos de autoxidación).
Este resultado coincide con el observado en una experien­
cia ya expuesta al comienzo de esta Discusión por simple
mojado de una proteína de lino inicialmente blanca (por
haber sido obtenida mediante tratamientos etanólicos, se­
guida de secado a baja temperatura). Complementariamente
se recogió información respecto de las variaciones de los
valores de N extraido f de N total a pH 9-10 en los ensayos
sobre harina agotada por hexano y sobre esta harina poste­
riormente agotada por mezcla ternaria. En el primer caso
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el valor de extracción fue de 62%y en el segundo de solo
27,1%con oscilaciones entre 24,5 - 33.7%para distintos
valores de la relación harina/agua en el proceso de extrac­
ción (1/21 a 1/60) (valores de extracción referidos a N to­
tal expresados sobre sustancia seca). Por otra parte una
serie de determinaciones practicadas sobre alicuotas del
extracto obtenido a pH9-10 a partir de harina agotada por

hexano y por mezcla ternaria mostró un desplazamiento del
valor de pHisoeléctrico (pH 4,0 para harina agotada por
hexano) desde que no se observó un minimo para el valor de
N sobrenadante reSpecto de N total extraido en ensayos de
precipitación entre pH4,8 y 3,0.

En conclusión, el agotamiento lipídioo de la semi­
lla de lino por extracciones sucesivas con hexano y con

mezcla ternaria C13CH20H30H2H20no impide los fenómenos de
pardeo durante el secado de "aislados" proteicos en presen­
cia de agua y en condiciones no drásticas de temperatura;
tampoco provee una eliminación total de componentes li­
pidicos y prOVOcaun proceso evidente de desnaturalización
proteica que se traduce en una disminución significativa
de los valores de solubilización de N total y de precipita­
ción de N extraído.

La 23212 1 informa los valores de N extraido
y de N en residuo de extracción ( expresados % de ha­
rina) y % de N en harina , en experiencias de dispersión
alcalina sobre harina de semilla de lino agotada por hexa­

no y por mezcla C13CH2CH3OH:H20y sobre esta última adicio­
nada sucesivamente de lipidos extraídos por esta mezcla de
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solventes (caps 013CH)y de esos lípidos más una alícuota
de la fracción CH3OH+ 320 resultante de la dilución acuo­
sa (ver Parte Experimental). Resulta evidente que tales
agregados no corrigen la significativa pérdida de solu­
bilización de proteinas luego del tratamiento por la mez­

cla Cl CH:CH0H2H20, por lo que se concluye que esta ha3 3
provocado una evidente desnaturalización de aquéllas.
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FUNCIONALIDAD QE AISLADOS PROTEICOS

VALORES QE INDICE QE SOLUBILIDAD QE NITROGENO (ISN)

Con el objeto de evaluar algún parámetro vinculado
a caracteristicas de funcionalidad de "aislados" proteicos
se recurrió en este trabajo exclusivamente a la determina­
ción de los valores de indice de solubilidad de nitrógeno,
por aplicación de 1a técnica del AACCMethods 46-2367.

1) - Aislados agotados por etanol 96541 secados a 45° en
vacio - Valores de ¿gy en función del valor de
pg y de la concentración de "aislado"

La 25213 Q 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-seha expuesto, el "aislado" de semilla de lino
contiene alrededor de 20%de un polisacárido que indiscu­
tiblemente se vincula a los altos valores de ISNregis­
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, razón por la cual se aconseja operar
sobre 1,5 a 2,5 g de "aislado" de semilla de lino.

Las Figuras 12, lá y 11 son las representaciones
gráficas de los valores de ISN operando con 1,5 ; 2,5 y
5 g. En general los valores de ISN en ensayos con 1,5 y
2,5 g de muestra señalaron un incremento del valor de
ISN en función del pH, si bien tanto a pH 6,0 como a pH



8,0 las cifras fueron sumamenteelevadas (93,1 —103,1).
Operando sobre 5 g se obtienen valores de ISN poco varia­
bles en función del pH (94,9 - 97,6), comportamiento que
podria explicarse en.razón de la elevada viscosidad obser­
vada en el ensayo a pH 6,0 que determinaría una mayor es­
tabilidad del "aislado" en suSpensión durante la etapa
de centrifugación, con lo cual se obtendrían mayores va­
lores de N sobrenadante.

Operando sobre un "aislado" de semilla de cártamo

se determinaron valores de ISN en ensayos a pH 6,0 ; 7,0
y 8,0 operando sobre 5 g.

La Tabla 2 evidencia un incremento significativo
de solubilidad (30,8 a 69,2), tal cual se aprecia en la
Figura ¿9. Finalmente se realizó un tercer ensayo sobre
"aislado" proteico de una mezcla de semillas citricas
(naranja, limón, mandarina y pomelo)68 operando a valores
de pH 6,0 ; 7,0 y 8,0 y sobre 2,5 g de "aislado" en razón
de la presencia en éstos de 13,4%de un polisacarido in­
timamente asociado a 1a fracción proteica. Tambiénen este
caso se observó un significativo incremento de los valo­
res de ISN en función del pH (13,9 a 88,0), como se puede

apreciar en la Eaglg ¿Q y en la Figura lg.
La Eagle ll 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 caseina industrial, en c0precipitado de proteínas
de lino con 40%de caseina industrialóg, y de "aislados"

'7
de semilla de girasol'o, de coco paraguayo (Aerocomia totai
Mart)71, de zapallo72, de dos partidas de semilla de tomate73
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de mezcla de variedades de cítricos, de pepas de carozo de
damaeco maduro sometido a calentamiento y crudo74, de semi­
lla de lino y de mezcla de semillas de variedades de soja
extraídas a pH7,0 y 10,0.

Puede observarse, coincidentemente con lo ya expuesto,
el elevado valor de ISN para el "aislado" de semilla de lino,
asi comoel registrado para caseína industrial de buena ca­
lidad y logicamente para el "aislado" obtenido por copreci­
pitación de proteinas de lino en presencia de 40%de caseina
industrial. Los valores de ISN para "aislados" de semilla de
cártamo, girasol y coco paraguayo fueron muysimilares, osci­
lando entre 49,0 y 58,6. Los "aislados" de semilla de zapa­
llo, de tomate y de pepa de damasco no sometido a cocción
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 extracción a pH 7,0 (32,2). Un "aislado" de
la mismapartida de harina de soja obtenida por extracción
a pH 10,0 registró un valor de ISN sensiblemente superior
(49,1), al igual que el "aislado" de pepa de damasco sometido
a cocción (65,1).

Los pares de determinaciones sobre los mismos "aislados"
operando con 2,5 y con 5 g mostraron en dos casos (li­
no y cártamo) valores mayores de ISN para los ensayos con
2,5 g mientras en otros casos (zapallo y caseina) los va­
lores fueron parejas y dentro de las diferencias esperadas
en razón de la índole del método. El "aislado" procedente
de harina de mezcla de semillas cítricas acusó un valor
de ISN elevado (62,6) pero significativamente inferior
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al observado para los "aislados" de lino, a pesar de que en
ambosse probó la existencia indisoluble entre proteinas y
polisacáridos, debiendo concluirse que otros factores de­
terminan una mayordesnaturalización por acción del etanol
en el caso de "aislados" de semillas cItricas.

En general los resultados de valores de ISNque fi­
guran en la 22913 ll son acordes con los mencionados en los
distintos trabajos3’9 respecto de la influencia de la con­
centración de "aislado" en el ensayo (en el supuesto de res­
petar en todos los casos el tamaño de partícula o granulome­
tria del"aislado" en polvo, la temperatura durante el pro­
ceso de homogenización o mezclado, así como la velocidad de
agitación en el mismo, la velocidad y tiempo de centrifuga—
ción y fundamentalmente el valor de pH de la dispersión).
Comodato de interés se destaca que un factor previo a la
determinación de los valores de ISNque parecería influir

significativamente, es el valor de pHoperado durante la dis­
persión alcalina de la harina de partida (tal es el caso ya
mencionadode los valores de ISN para "aislados'de proteí­
nas de soja Operando por diapersión a pH 7,0 y 10,0 que
fueron respectivamente 32,3 y 49,1). Cabría realizar un ma­
yor númerode experiencias con "aislados" de otras fuentes
para Juzgar con más fundamentación este particular.

En conclusión, en los procesos de obtención de "ais­
lados" proteicos que comprendenel agotamiento por etanol
de los coágulos obtenidos a pH isoeléctrico (con el objeto
de obtener "aislados" blancos, inodoros e instidos) caben
distintos comportamientos en la diSpersión acuosa de los
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mismossegún el origen de la materia prima (especie vegetal
de partida, tratamientos operados en la obtención de las
harinas etc.), que se traducen en características de fun­
cionalidad distintas sin que fundamentalmentese afecte el
valor nutritivo.

2) - "Aislados" no sometidos a deshidratación conteniendo
materiales lipjdicos

En páginas anteriores se ha hecho referencia a la
obtención de "aislados" proteicos blancos comopolvos fi­
nos, inodoros e insípidos por secado a 45° (vacío) luego
de lavar los coágulos con agua a pH isoeléctrico y extraer
lípidos y la mayor parte del agua con etanol de 96%. Se
discutió la posible influencia de la presencia de lípidos
y de agua (esta última en concentración crítica) en el de­
sarrollo de procesos de pardeo durante ei secado en vacio
a 45°. Se pensó que de ocurrir un proceso de pardeo no sn­
zimático, este deberia inhibirse por disminución de tempera­
tura (enfriamiento o refrigeración) durante 1a preserva­
ción de los coágulos integrales (conteniendo lípidos y el
agua capaz de retenerse en las condiciones de precipitación
y centrifugación adoptadas). Asimismo, que la eliminación
de agua por deshidratación podría reemplazarse a través de
procesos de congelación, que inmovilizarían el agua libre
por solidificación impidiendo asi procesos de pardeo al
evitar interacción entre los reactantes (proteinas - com­
puestos carbonílicos). Este último tema (congelación) ha­
bia sido tratado en los últimos años75’7b’77'l8 preferen­
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temente sobre la preservación de coágulos de "aislados"
proteicos de soja. Las experiencias señalaron que en estos
casos la congelación seguida de descongelación se acompa­
ña de un cierto grado de desnaturalización de mayor magni­
tud para menores valores de la temperatura de congelación
y estacionamiento en ese estado. Se atribuyó a la formación
de enlaces -S—S-intramoleculares así comoentre moléculas

proteicas, la disminución de los valores de solubilidad por
congelación y descongelación arguyéndose que por congela­
ción del agua ocurre la aproximación de las moléculas de
proteínas y una mayor concentración de éstas en la fase
no congelada, que conduce a la formación de agrupaciones
-S-S- intra e intermoleculares. Si la temperatura de con­
gelación y estacionamiento fue tan baja como-20° la inso­
lubilización deepués de la descongelación fue menos eviden­
te debido tal vez a que por congelación de la mayor parte
del agua las moléculas de proteína se encontraban en un me­
dio casi anhidro no pudiendo asi ocurrir las reacciones men­
cionadas.

La 25213 lg resume los valores de ISN para coágulos
proteicos obtenidos a valores de pHisoeléctrico a partir
de distintas harinas de extracción, figurando los valores
de contenido acuoso de los coágulos (determinados en estu­
fa de vacio a 100°) para ensayos practicados inmediatamen­
te después de la obtención de los coágulos (lavados con agua
a pHisoeléctrico, ver Parte Experimental), luego de pre­
servación por enfriamiento ( a 8-100, en envases de vidrio
herméticos por lapsos de 7 - 14 dias) o por congelación
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lenta en frascos de cierre hermético de 23 mmde diametro
interno, totalmente llenos (la congelación se operó a -15°
y todos los frascos al ser de las mismas dimensiones ob­
servaron también el mismogradiente de enfriamiento duran­
te la congelación). Teniendo en cuenta los contenidos a­
cuosos de los coágulos y sus tenores en N total se calculó
la cantidad de coágulo necesario para cada ensayo de NSI
(correspondiente ana Sg de materia seca). Para las deter­
minaciones sobre los ensayos por congelación se procedió
a 1a descongelación por calentamiento de los envases cerra­
dos a 37°, seguido de homogenización del producto, previa­
mente a las pesadas, para determinaciones de contenido acuo­
so y de N (en razón de observar separación de fases liqui­
das en preporciones variables , según los casos).

El análisis de los valores de contenido acuoso de

los coágulos a pHisoeléctrico revela que los "aislados"
de semilla de lino, tomate y cítricos fueron en orden de­
creciente los de mayor capacidad de retención de agua (93;
80-81 y 76-78%respectivamente). Por el contrario los "ais­
lados"de semilla de cártamo y de soja observaron los valores
menores para retención acuosa (55-56 y 54-59%respectiva­
mente). El resto ("aislados" de semilla de zapallo y de gd­
rasol) presentaron valores muysimilares (66-69%)entre si.

Aunque la columna de valores de contenido acuoso fi

de la ggblg lg para los coágulos no presenta Variaciones
significativas en cada caso en función de los lapsos de
estacionamiento a temperaturas de enfriamiento y/o conge­
lación (en este último caso las temperaturas de congelación
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y de estacionamiento en estado de congelación fueron las
mismas), aparentemente la separeción de fase acuosa liqui­
da fue menosvisible en los ensayos por enfriamiento que
en los de congelación.

Respecto a los valores de ISN los "aislados“de semi­
lla de lino, cítricos y girasol registraron los valores
mayores z el de lino tanto a tiempo cero como en los ensa­
yos por refrigeración durante 7 días y por congelación du­
rante 14 dias (94-99%), el de semillas citricas observó el
valor máximoen los ensayos a tiempo cero (95%) y una dis­
creta disminución en los ensayos por refrigeración y con­
gelación hasta 14 dias (80-85%) y en los de girasol en ge­
neral, valores de hasta en 21 dias (en congelación) de 88%
frente a 98%a tiempo cero. Los "aislados" de semilla de
zapallo, cártamo y tomate observaron significativas dis­
minuciones de los valores de ISN en ensayos por congelación
y refrigeración. De lo expuesto surge que la aplicación de
los procesos de preservaéión de "aislados" proteicos con­
teniendo sus lípidos y el agua retenida a pH isoeléctrico
luegp de centrifugación a la velocidad elegida, son de uti­
lidad en la preservación sin alteración del color (inhibi­
ción de procesos de "browning"), dependiendo de la materia
prima de procedencia de los "aislados" el comportamiento
frente a los valores de ISN y de 1a capacidad de retención
acuosa.

Durante la experimentación y en los ensayos de preser­
vación por enfriamiento a 8-100 en períodos de hasta 21 dias
se observó en algunos ensayos 1a proliferación de hongos,
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no aa! en los de congelación. A este reSpecto se practica­
ron ensayos de preservación por refrigeración de un "aisla­
do”de semilla de girasol, operando sobre un coágulo lavado
a pH isoeléctrico con agua ajustada a ese valor por agrega­
do de l g de ácido prepiónico (agente fungicida y fungis­
tático) 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 Egglg lg para refrigeración, 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 lípidos y secados en vacío a 45°, se
practicaron ensayos de ISN sobre coágulos recientes lavados
con agua a pHisoeléctrico (conteniendo los lípidos 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 96,3, comportamiento en el mis­
mo sentido que el observado para los "aislados" en polvo

(32,3 y 49,1 respectivamente, ver 23215ll).
La Egglg l; reúne valores obtenidos para contenidos

en lisina disponible de harinas de extracción, residuos ago­
tados en los procesos de dispersión alcalina, "aislados" pro­
teicos lavados por etanol y secos a 45°, fracción insoluble
en las determinaciones de valores de ISN sobre "aislados"
lavados por etanol y secos a 45°, sobre coágulos a pH iso­
eléctrico congelados y sobre coágulos a pH isoeléctrico so­
metidos a refrigeración para los casos de zapallo, cártamo,
girasol, cítricos, coco paraguayo, tomate, soja y lino.
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De su observación surge que son mayores los conte­
nidos en lisina disponible de los residuos agotados por
dispersión alcalina en los casos de zapallo, girasol, cí­
tricos y tomate, similares en el caso de soja y menores
para cártamo y lino respecto de los de las harinas de parti­
da. Esta comparación se llevó a cabo por haber encontrado
en literatura el precedente registrado en residuos agota­
dos de semilla de algodón que poseía un elevado tenor de
lisina respecto de las harinas de partida104.

Los "aislados" proteicos secos a 45° luego de agp­
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 en mayormedida para cítricos y tomate y si­
milares para soja. En cambio el caso de cártamo presenta
para este "aislado" un valor sensiblemente mayorque los
observados en la harina y residuo agotado respectivamente.

Tambiénse efectuaron las determinaciones de lisi­
na disponible en las fracciones insolubles de las deter­
minaciones de ISN en la mayoría de los "aislados" agota­
dos por etanol y secos a 45° observando en éstas cifras
ligeramente superiores para los casos de zapallo, cártamo,
girasol, cítricos y tomate, menores en coco paraguayo y
del mismo orden en soja.

Las pocas determinaciones efectuadas sobre fraccio­
nes insolubles en ensayos de ISN sobre coágulos congelados
o refrigerados no mostraron comportamientosdiferentes res­
pecto de los coágulos agotados por etanol.
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AISLADOS PROTEICOS 2g SEMILLA gg SOJA

En el curso de las experiencias expuestas se ha
hecho referencia a "aislados" proteicos de semilla de soja.
Estos fueron preparados especialmente a partir de semilla
de producción 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
agptó (Soxhlet) con hexano técnico, obteniendo los aceites
crudos de extracción y las harinas reapectivas, que fueron
estudiadas en sus valores de composición.

a) - Estudios sobre aceites crudos de soja
Valores de rendimiento lrde caracteristicas
fisiggguimicas

Los valores de contenido en aceite fi de semilla seca

de la ggblg li están comprendidosentre los registrados en
la literatura (13-26) (18-22 comocifras más corrientes)79
y de las cifras observadas para las variedades más culti­
vadas en las Repúblicas de Paraguay (18,7 —22,3)80, Colom­
bia (20,3 —28,9)81, Ecuador (21,2- 23,4)82 y Perú (20,3­
23,0)83. De los demás valores, los de Indice de yodo son
los de mayor interes, desde que se vinculan a los de con­
poeición acídica ( variables en función agroclimática y
varietal). Las cifras halladas (130,9 ; 131,8 y 134,4) es­
tán comprendidas entre los extremos indicados por Eckey79
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(117-141; con valores más frecuentes entre 127 y 138);
por AOCS84(120-140 como valores extremos y 127-138 como

los más corrientes); mientras la Comisión Mixta del Codex
Alimentarius Into/OMS87

Son valores elevados y parejos y difieren sensiblemente
de los señalados para aceites de semilla de Paraguay (112,5­
123,7)80. La razón de estas diferencias obedece principal­

fiJa valores extremos de 120-143.

mente a las distintas condiciones climáticas reinantes du­
rante el periodo de maduraciónde frutos (biosintesis de
ácidos grasos) en las zonas agricolas de Paraguay y de la
provincia de Salta. Cabe señalar que en Paraguay se regis­
traron valores de indice de yodo (112,5) sensiblemente in­
feriores a los minimosregistrados en valores extremos pa­
ra diversas zonas de producción importantes del mundo(117­
129).

La estabilidad frente a autoxidación, es fundamen­
talmente dependiente de 1a concentración en acidos polieti­
lénicos (lg¿g , ¿g¿;) y la de antioxidantes naturales pre­
sentes (tocoferoles); los valores hallados para estos úl­
timos (69.7 s 72,0 y 79,8 mgfig) resultaron del orden de los
valores mínimosmás frecuentes registrados en la litera­
tura86’8?7O-180 y 150-380 mg%g).

Cabe señalar que dos de los aceites obtenidos pre­
sentan valdres de indice de saponificación inferiores a
los señalados cOmovalores 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 máximosde la bibliografia (2,00%)84; pro­
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bablgmgnt. atr1bn1ble al empleo de distintos solventes de
extracción (¿ter etílico en el presente trabajo) y al he­
cho de que 1a mayor parte de 1a información bibliográfica
se refiere a aceites refinados o comerciales y no a acei­
tes crudos.

Cclggsiciones acidicas y en esteroles
Operandosobre esteres metílicos de los ácidos to­

tales de los aceites de las tres variedades (libres de
insaponificable) se determinaron las composicionesacídi­
cae por CGLque expresadas en fi de ácidos totales acusaron

los valores mencionados en 1a ggglg ¿2 . La Figgra gg se
refiere al cromatogramadel aceite de 1a variedad l'Hale­

soy 71“ (el de mayor concentración en lfi¿}).
Los valores hallados (ggglg ¿2) son prácticamente

acordes con los extremos propuestos por la ComisiónIixta
¡Ao/Ols a traves de su Comité de Grasas y Aceites en 1974?
excepción hecha de los valores para ácido palmitico que
coinciden con el máximo de FAO/OMSen un caso y son supe­

riores en los otros dos. Este comportamientose verifica
también en los aceites de semilla de soja del Paraguay ,
Colombiaal, Ecuador82 y Perú83, cuyos valores extremos
fueron:

;g¿g (lO,9-12.6 : 10.9-13.2 ; 12,2-13,8 y 12,3-13,3),
¿1:2 (Ls-3.9 ; 2,4-3,9 ; 3.4-4,6 y 2,8-3,5).

8:1 ( 20.7-32.o ; 19,7-28,o ; 18,9—24,6y l9,4-2b.l),
18:2 (47,3-59;0 ; 50,5-59.3 ; 51,4-5H,4 y 51,0—59. ) y

18:1 (4,7-6,6 ; b,2-8,1; 5,4-7,0 y b,2-7,1) , respectivamen­

¡.a

te.
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Las composiciones acidicas de los aceites de semilla de
soja aparecen como simples en razón del número de componen­

tes aoidioos (cinco) cuando se los examina por CGLde és­
res metilicos deácidos totales. Sin embargo, el númerode
componentes ácidos es mucho mayor, como fue demostrado81

por exámenCGLde las fracciones y residuo de destilación
a presión reducida (0,5 Torr) de estores metílicos de áci­
dos totales libres de insaponificable de un aceite de so­
Ja var. Hardee de Ecuador, que condujo a los siguientes
valores:
lg¿g (vest), l¿¿g (0,06) , l2¿9 (vest) , lg¿g (11,99) ,
}Z¿Q (0.01). ¿Q¿Q(3.71) . 22¿9 (0.30) 9 g;¿9 (0.05).
22¿9 (0.51). g;¿9 (0.05) o 25¿Q (0.18) . l2¿¿ (0.02).
;á¿¿ (0,08), l :1 (vest) , ¿Q¿l (19,38), gg¿l (0,20),
¿g¿g (56.13) y 18:3 (7.33).

La producción de soja en el pais se incrementa en
forma significativa año a año sin que, hasta el presente,
se halla realiZado un estudio sistemático de las variacio­
nes de composiciónacidica en función varietal y/o agrocli­
mática para los aceites de producción nacional, comoha
ocurrido con los demásaceites de semillas oleaginosas.

Comose expone en la Parte Experimental las concen­
traciones de esteroles totales de estos aceites se deter­
minaron por precipitación comodigitónidos a partir de los
insaponificables, registrando valores de 376 -440 mg%gde
aceite. Estas cifras figuran entre los máximos(en un caso
superior) registrados en la literatura85 (150 - 380 mg%g).
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A través de los fraccionamientos de los insaponifi­
cables en placa preparativa de sílice gel se aislaron las
fracciones de esteroles, que se examinaron por CGLidenti­
ficando los esteroles presentes a través de los valores
de Tr/Tr colesterol previamente determinados en base a pa­
trones (colesterol, canpesterol, stigmasterol y sitosterol).
En todos los casos se registraron los mismos picos : coles­
terol (Tr col.= 1,00) , campesterol (Tr/Tr col.= 1,31) ,
etigmaeterol (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 computación de áreas se calcularon las concen­
traciones en esterolee fi de esteroles totales de cada acei­
te, con los valores que figuran en la Eagle lg. (La gig!­
rg gl reproduce el cromatogramade la fracción de esteroles
del aceite de la var. Cerrillos w-65). El componentemayor
resultó ser sitoeterol (48-57%)y en orden decreciente cam­
pesterol (21-24%) , stigmasterol (lb-23%) y finalmente el
componente desconocido Tr/Tr col 0,80 (5—7%).Con excepción
de este último componente, los demás ya fueron registrados
en literatura para esteroles de aceite de soja (campesterol,
etigmasterol y sitosterol)89.

Si bien no se lograron cifras de concentración en
esteroles particulares en la literatura consultada, el va­
lor hallado para sitosterol (48-57%)es coincidente con el
registrado90 para esteroles de hojas de soja (55%). La pre­
sencia de colesterol no sorprendió desde que al presente se
admite que puede existir en cantidades detectables (cercanas
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al 1%sobre esteroles totales) en la mayoría de los lípi­
dos vegetalesgo. Se lo ha señalado a través de métodos de

CGLen el aceite de palma africana (Elaeis 521nesnsis)89,
en el de semilla de palma “Caranday” (Copernicia glgg)y
en el de pulpa de palma "Yatay" (ggtig 13321)91, en el
de semilla de "Calafate" (Berberis buxifolia Lam)92,
en el de aceite de salvado de arroz (10,4% sobre estero­
les totales)93, en el de aceites de semilla del genero
"Capsicum“(9,0%sobre esteroles totales) y el el de 2952
¿e 2232 (1,0%)94 y en de aceites de semilla de tomate (Li­
cogersicum esculentum)73'95'96, entre otros.

Tanto los aceites de semilla de soja comoel aceite
de lino dan reacción bromada de Halphen positiva (forma­
ción de compuestos de bromoadición insolubles en éter etí­
lico anhidro. cloroformo o tetracloruro de carbono a 0°).
La investigación de la presencia de aceite de semilla de
lino en aceites de soja necesita el estudio de una técnica
analítica.

La Figgra gg muestra el crOmatogramacorreSpondien­
te a la fracción esterólica de aceite de semilla de lino
(lograda en forma ya señalada para el caso de los aceites
de soja). Por computación de áreas se encontraron los si­
guientes valores porcentuales :
Campesterol(26,3) , stiggasterol (1,2) , sitosterol (60,3)
QLs- avenasterol (?) (9,5) y dos componentesno identifica­
dos con valores de Tr/Tr col 0,66 y 0,80 (0,7 y 2,0%, res­
pectivamente). La comparación de estos componentes en as­
pectos cuali-cuantitativos con los de esteroles de aceite



83

de soja (22215lg) señala notables diferencias, comoausen­
cia de colesterol y concentración muyinferior de stigmas­
terol en aceite de semilla de lino, asi comola presencia
en el mismodels 5- avenasterol (?) (lOfiaJ), ausente en es­
teroles de aceite de soja.

b) - Composición de las Harinas de Extracción de Semilla
de Soja

Estos materiales residuales de la extracción con hexa­
no del aceite de semilla se liberaron del solvente por ai­
reación y en estufa de vacio a 40°. Una vez remolidas se
analizaron determinando valores de N total (Kjeldahl), de
contenido acuoso(100°,vacío) y de ISN. Se obtuvieron los si­
guientes valores para las variedades "Cerrillos W-65“,
" lark 6!“ y "Halesol 71", reapectivamente :
n s.s.s.fi (8,58 ; 8,09 y 7,99) . ¿a2 í (10,04 ; 9.42 y 8,54)
e ¿gy (75,6 ; 78,2 y 77.6).
La similitud de los valores para N total s.s.s. y de ISN
sugirió mezclar partes iguales en peso de las tres harinas
a los fines de 1a obtención de un "aislado" proteico.

Con carácter previo se llevó a cabo un análisis más
completo de la harina mezcla así obtenida registrando los
siguientes valores 2

agua(lOO°,vacío)............9,19%
cenizas (500-550°)...........5,6l%
N total (KJeldahl)...........7,36% (x)
Fibra cruda (AOAC)...........5,09%
Lisina disponiblellg.........6,51 g/ló g N

(x)- 8,11% sss , equivalente a 50,7%de "proteina bruta".
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Los valores de "proteína bruta" sobre sustancia seca
para harinas de soja desgrasadas observadas en literatura
oscilan entre 53,5 y 56,2%ZÏ'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. Comoconsecuencia
el valor para fibra cruda (5,09%) resultó superior al ob­
servado en literatura para harinas desgrasadas (2,5-3,5%).

El valor de lisina disponible 6,51 g/ló g N está
comprendidoentre los valores mencionadospara lisina to­
tal para porotos de soja (5,01 a 7,63 g lisina /16 g N ,
con un valor medio de 6,38)101.

c) - Obtención de En "aislado" proteico de semilla de soja

La literatura presenta valores de pHpara la diSpersión
de proteínas de harinas desgrasadas de semilla de soja que
oscilan en un amplio rango (6,6 - 9,0)102. Partiendo de la
harina mezcla ya mencionada (ver Parte Experimental) se de­
terminaron los valores de N soluble fi N total en harina
por dispersión en agua (relación harina/agua 1:20) ajus­
tando con solución de NaOHa valeres de pH 7,0 ; 8,0 ;9,0
y 10,0. Por centrifugación y determinación de N en los so­
brenadantes se encontraron los siguientes valores z
PH 7.0 (73.1) : pH 8.0 (76,9) ; pH 9,0 (76.9) y pH 10.0
(79,2%), valores que configuran la curva du la.Fi9ura gli

Teniendo en cuenta que los valores de extracción

de N entre los de pH 7,0 y 10,0 no presentan una gran di­



85

terencia se decidió , operando sobre 50-100 g de harina
mezcla, obtener “aislados” (a valores de pH de extracción
7,0 y 10,0 considerando el pH isoelóctrico de 4,5 y puri­
ficando los precipitados separados por centrifugación me­
diante lavados por agua a pH isoelóctrico y con etanol,
seguido de secado en vacío a 45°), para observar carácte­
rísticas generales de composición 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°, vacío),
Nf s.s.s., "proteína bruta“ (Nx 6,25) fi s.s.s. , lisina
disponible (g /16 g N) e ISN, respectivamente :

BH 7,0 z 30.7 ; 3,04 ; 15,00 ; 93.75 ; 6.71 y 32,3

gs 10,0: 33.2 : 4.17 ; 14.92 : 93.25 : 6.73 y 49,1

El análisis de estas cifras muestra comolo más destacable
el mayor valor de ISN para el "aislado" obtenido por dis­
persión a pH 10,0 no observándose diferencias en los valo­
res de proteina cruda y de lisina diaponible.

Con el fin de disponer de "aislados" de soja en
cantidad suficiente para un análisis químico más exhausti­
vo y confirmar los valores de ISN ya señalados se procedió
a la obtención de "aislados" a partir de 1a harina mezcla
por dispersión a valores de pH 7,0 y 10,0 y a partir de 200g
de harina en cada caso. Los coágulos proteicos obtenidos
por centrifugación a pHisoeléctrico (4,5) se lavaron con
agua a ese pH y con etanol de 96% (ver Parte Experimental).
Los "aislados" se mantuvieron en estufa de vacio a 45° (5 Terr)
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hasta peso constante y se obtuvieron productos en forma de
polvo blanco, inodoro e insipido. De los extractos stand­
licos reunidos se eliminó el etanol en rotapvapor (vacio
parcial) obteniendo residuos viscosos constituidos prin­
cipalmente por materiales lipidicos, determinándose ren­
dimiento fi de proteina purificada y seca y sometiéndolos
a determinaciones analíticas ( númerode acidez, indice
de yodo, índice de saponificación, insaponificable total,
ácidos totales por saponificación, indice de yodo del in­
saponificable y fósforo lipidico).

La 25213 ¿1 se refiere a los valores de rendimiento
y de algunas caracteristicas químicas de ambos"aislados"
por extracción a valores de pH7,0 y 10,0. Quedóconfir­
mado el menor valor de rendimiento por extracción a pH 7,0,

asi comoel mayor valor para ISN para el "aislado" obteni­
do a pH10,0. El porcentaje de fósforo de ácido fitico res­
pecto del fósforo total fue similar en amboscasos (46,1
a pH 7,0 y 51,6 a pH 10,0). No es corriente encontrar in­
formación acerca de cifras sobre fósforo total y fósforo
de acido fítieo en "aislados" o concentrados proteicos.
De las diversas determinaciones efectuadas en los labora­
torios donde se realizó este trabajo de tesis surgen las
siguientes cifras z fósforo de ácido fitico respecto de
fósforo total en "aislados" proteicos de harinas de semi­
lla de zapallosg, tomate73 y durazno74 (90-91%), en "ais­

0
lados"de semilla de lino48, damasco74y girasol7 (69-80%)
y para los "aislados" de harinas de semilla de cártamo,
ciruela68 y sésamolo3 (45-55%), de lo que surge que para
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el caso de los "aislados" de soja los valores para ácido
fítico corresponden a los más bajos.

En la 22215 11 figuran valores de contenido en lí­
pidos residuales asociados de 0,86 y 0,94%para los "ais­
lados" obtenidos a pH7,0 y 10,0 respectivamente. Se trata
de lípidos 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
ficación drástica7
por material insaponificable y ácidos grasos, dadas las
condiciones de aislamiento. En el "aislado" correSpondiente
a 1a extracción a pH 7,0 (0,86%) estaban formados por 0,74%
de insaponificable y 0,12%de ácidos grasos, mientras que
en el correspondiente a pH 10,0 (0,94%) lo estaban por 0,56%
de insaponificable y 0,38% de ácidos grasos. En ambos ca­
sos los ácidos grasos libres de insaponificable se examina­

y están constituidos exclusivamente

ron en sus composiciones acidicas por CGLde sus respecti­
vos esteros metílicos, obteniendo los siguientes valores
(fi de ácidos totales) para los lípidos 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-o,2) ,
15:0 (0,1-0,05) , 16:0 (31,9-28,1) , 18:0 (3,8-2,0),
18:1 (12,1-15,0) , 18:2 (48.5-52,o) y 18:3 (2,9-2,5).
observando en ambos casos rastros de r-14:O, r-1520, 15:1

y 17:0 . Los valores de indice de yodo calculados en base
a las composiciones acídicas fueron : pH7,0 (106,6) ;

pH 10,0 (114,4).
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La Figura gg reproduce el cromatograma correspon­
diente a los esteros metílicos de los lípidos residua­
les de "aislado" proteico de soja obtenido por dispersión
a pH 7,0.

La ggblg lg resume valores de rendimiento (fi de pro­
teina purificada y seca a 45°) y de caracteristicas qui­
micas de los lípidos extraídos por etanol 96%de las pro­
teinas precipitadas a pHisoeléctrico sobre los extracti­
vos acuosos a pH 7,0 y 10,0. Cabe destacar los elevados
valores para númerode acidez y los bajos tenores en áci­
dos totales luego de saponificación, esto último en razón
principal de la presencia de fosfolípidos en concentra­
ciones significativas comosurge de los valores en fós­
foro lipidico (1,20 y 1,74%reapectivamente).

Los ácidos totales libres de insaponificable de es­
tos lípidos se examinaron en sus composiciones acidicas
( CGLde esteros metílicos) observando los siguientes va­
lores fi de ácidos totales para los lípidos procedentes de
los "aislados" de extracciones a valores de pH7,0 y 10,0
respectiVamente:
lg¿9 (30,0-25,7) , ¿Q¿Q(5,1-5.4) , ;g¿; (14,9-15,6) ,
lg¿g (47,1-50,4) , 18:3 (2,9-2,9), con rastros de lg¿g,
lg¿g , l1¿g y_l1¿l. Los valores de indice de yodo de
estos ácidos calculados en base a las composiciones aci­
dicas son z pH 7,0 (106,6) y pH 10,0 (113,2). (ver gi
MQ)­

Operando a valores de pH 7,0 y 10,0 se obtuvieron
"aislados" bajo forma de coágulos que se lavaron solamente
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con agua a pHisoeléctrico (es decir sin tratamiento
por etanol 96%) ; los coágulos así obtenidos se lleva­
ron e peso constante a 45° y en vacío obteniéndose pro­
ductos de tono pardo, cuyos contenidos en lisina dispo­
nible fueron sensiblemente menores al correspondiente a
los mismos coágulos tratados por etanol 96%y secados.
( pH 7,0 z 6,06 ; pH 10,0 : 6,15 frente a 6,46 y 6,62
g lisina /16 g N reapectivamente).
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AISLADOS gngEIcos gg SEMILLA pg CARTAMO

a) - Harinas de Extracción

Las experiencias que se han mencionado en esta Discu­
sión sobre valores de ISN en función del pH operando sobre
|'aislado" proteico agotado por etanol y secado en vacío
a 45° o sobre "aislados" con sus lípidos integrales y pre­
servados por refrigeración, lo fueron partiendo de semilla
de cártamo (Carthamus tinctorius L) de la variedad ¿ala
procedente de la Estación Experimental Agropecuaria de Pa­
raná (Entre Ríos). Según datos suministrados por Bertoni y
Cattaneo(x), la semilla rendia por resolución manual 46,9%
de cáscara y 50,1%de pepa, fracciones que presentaron los
valores de composiciónque figuran en la Eaglg_lg. Las ci­
fras encontradas están comprendidas entre los extremos men­
cionados en la literatura, para semilla entera, cáscara y
pepa respectivamente : aceite (22,6-47,7 ; l,4-5,7 y 50,8­
64.0) - proteína (N x 6,25) (15,4-22,5 ; 3,1-10,0 y 23,0­9

35.7) ; cenizas (2,3-3.5 ; 0.9-5,l y 2,6-4,4) y fibra cru­
da (ll,2-35,5 ; 46,2 -65,8 y O,9—2,8)y acordes con los co­
respondientes a semilla entera, cáscara y pepa de la var.
Gila: aceite (38,1 ; 3,2 y 60,9) ; proteina (16,7 ; 4,3 y
24,9) ; cenizas (2,6 ; 2,0 y 3,1) y fibra (35.9 ; - y 4,1)
fi en base seca. Asi mismo, con los de semilla entera de
distintas variedades de los EEUUde Norteamérica : aceite

20-37, proteína 12-22, humedad 5-10 y cáscara 35-5279 y
especialmente para los de semilla de California que pro­
(x) - Comunicación 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 liberó de solvente por aireación y en estufa de vacio
a 40°, que respondió a los siguientes valores de composi­
ción general : humedad (100°,vacío) 5,20 g cenizas (500­
550°) 4,51 ; N total (Kjeldahl) 4,42 ; N x 6,25 (proteina
cruda) 27,62 y fibra cruda 36,20%.

b)-"Aislado" Proteico (x)

Con carácter previo se estableció que el valor máxi­
mode dispersión del material nitrogenado de la harina
ocurría en medio acuoso y a temperatura normal a pH 10,5
(77,3 fi del N total ) y el mínimo a pH 3,5 (13,1%).

E1 pH de máxima precipitación habiendo operado a pH
10,5 resultó ser 4,5. Comoha sido expuesto el coágulo pro­
teico de color blanco crema, lavado con agua a pH isoelóc­
trico y secado en vacio a 45° tomó color pardo intenso.
E1 agotamiento previo del coágulo recién obtenido (extrac­
ción por etanol de 96%)permitió la obtención de proteinas
en forma de polvo blanco inodoro e insípido.

El aislamiento en Operaciones sucesivas operando
sobre partidas de 200 g de harina por vez permitió obte­
ner suficiente "aislado" proteico que analizado respondió
a los siguientes valores z

Pérdidaa 100°(vacío)...................3,56%
(Soc-5500)..ooo-0000000.accesooooo,18%

(x)- M.H.Bertoni y P.Cattaneo, Comunicación privada
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N(K3e1dah1)......................16,47%(a)
Fósforo tota1(comoP)?............ 0,47%
Fósforo de ácido fitico (comoP).. 0,21%
Lipidoeresiduales7............... 0,78%

(e)- 17,10 5.3.9. y libre de cenizas.

Loeextractos etanólicoe resultantes de la purifi­
cación de eetoe "aislados" produjeron por destilación a
presión reducida (rota-vapor) un material lipidico (2,27%
referido a proteína seca a 45°) de las siguientes carac­
terísticas analíticas : número de acidez (mg KOH/ g) 118,8;
Indice de yodo (Wijs) 131,8 ; indice de saponificación
178,0 ; ineaponificable 7,69% ; ácidos totales (por sapo­
nificación) 70,15%y fósforo lipidico total (comop) 0,37%.

Loe ácidos totales de estos lípidos revelaron la ei­
guiente composición acidica :

_1_2_=_0_(0.3) ;1_4=_0(0.3) 3 ¿52 (0.1) ;1_6fl(9.2) ; _l_6_:1_(0.2)

¿2¿9 (2.7) s 19¿1 (10.5); ¿Q¿g (76,4); 18:3 (0.3) y ras­
tros de ll¿g ; 11¿l y gQ¿Qfi de ácidos totales

Loa ácidos de los lípidos residuales (luego del ago­
tamiento por etanol)53 tenian la siguiente composición
acídica :
14:0 (0,2) ; 16:0 (26,3) ; 18:0 (5.1) ; 18:1 (6,9) y
18:2 (61,5), con rastros de 12:0 y 17:0 % de ácidos tota­
les.
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En resúmen este trabajo, además de proveer in­
formación y caracteristicas de nuevos "aislados" proteicos
(soja, cártamo, etc) ha tenido por finalidad principal evi­
denciar tanto en harinas (subproductos de partida) comoen
coágulos proteicos recientemente floculados a pH isoeléc­
trico, 1a presencia de componentesiniciadores de proce­
sos de pardeo no enzimático, a la postre responsables del
color amarillo pardo que adquieren los "aislados" por seca­
do en condiciones no drásticas (40 - 45°, vacio).

En base a las experiencias realizadas surgen
dos grupos de compuestos directamente vinculados a los
fenómenos de pardeo, a saber :

1) a)- Lípidos atrapados en el coágulo obtenido a pH
isoeláctrico, principalmente formadospor glicé­
ridos, fosfolipidos (incluso plasmalógenos), áci­
dos grasos libres, insaponificables y probablemen­
te glicolípidos (extraibles por solventes deshi­
dratantes comoel etanol).

b)- Lípidos residuales y no extraibles de los coágu­
los por acción de solventes polares (mezcla ter­

ari CH OH:Cl CHzH'O .
n a 3 3 2 )

2) - Compuestoscarbonilicos preexistentes (azúcares re­
ductores).

Los del ¿3222 l podrian intervenir en los procesos de
pardeo no enzimática durante el secado de coágulos, aun
Operando a baja temperatura (40-500) y presión reducida,



por vias tales como z
a) - Autoxidación, con producción de compuestos

carbonilicos.
b) - Descomposición de compuestos aldehidoggnicos

(fosforados o no) con producción de aldehidos.

c) - Por parte de grupos -NH2(etanolamina fosfoli­
pidos)como cefalinas

d)- Por descomposicióngg glicolipidos presuntiva­
mente presentes, con liberación final de azúca­
res reductores , principalmente galactosa.

Los del ¿Egpg_g existen en bajas preporciones en las
harinas de partida y podrian actuar directamente durante
la dispersión alcalina, iniciando procesos de pardeo no
enzimática.

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

Esta comprobación sugiere :
a)- El etanol elimina inicialmente la mayorparte

del agua y compuestos carbonilicos solubles
en mezclas hidroalcohólicas o en etanol (prin­
cipalmente azúcares reductores remanentes).

b)- El etanol, al eliminar el agua libre, impide la
interacción de los iniciadores de procesos de
pardeo no enzimática, por falta del solvente
que lo posibilita.
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c)- El etanol elimina de los coágulos la mayorpar­
te de los lípidos englobados en los mismos, sin
duda autoxidables y generadores de compuestos
carbonílicos.

d)- El etanol no agota de lípidos a los coágulos,
restándo en éstos los llamados lípidos 223291­
ggg g residuales, evidenciables por saponifica­
ción drástica (KOHal 6%en etanol) y subsiguien­
te acidificación y extracción con éter de petro­
leo o hexano.

La presencia de agua en un coágulo, disminuye gra­
dualmente durante el secado en vacio y a baja temperatura.
Inicialmente la concentración acuosa es muyelevada (70­
801) y ello reduce en solución la de los compuestos ini­
ciadores de procesos de pardeo. principalmente la de com­
puestos carbonílicos.

Por ello, este último ocurre hacia el final del pro­
ceso de secado, como consecuencia del aumento de concen­
tración de esos iniciadores en solución.

Otros procesos de secado que participan en la elimi­
nación muyrápida del agua, tampoco provocan pardeo. tal
es el caso del secado por "Spray".

Asi mismo, la inmovilización del agua libre por con­
gelación permite preservar los coágulos sin pardeo. Igual­
mente, la liofilización, que primero inmoviliza el agua
libre y luego la elimina por sublimaoión, sin pasar por
el estado liquido
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La inhibición de procesos de pardeo en coágulos
proteicos con 70-80%de contenido acuoso fue satisfacto­
ria por enfriamiento a 8-10° en lapsos de hasta 15 días.
No obstante cabe destacar que ese lapso quedó limitado

por el desarrollo de hongos y no por pardeo. En cambio
el desarrollo de hongos no ocurrió en los ensayos por con­
gelación en periodos de hasta 20 dias. Debe destacarse que
en los ensayos de preservación por enfriamiento no se ob­
servó progreso de deanaturalización proteica (apreciada
visualmente por la separación de fases líquidas), no asi
en algunos ensayos por congelación, en los que ocurrió
separación de estas últimas.



PARTE I I

PARTE EXPERIMENTAL
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COLOR QE AISLADOS PROTEICOS

l) - Obtención de "aislados" proteicos blancos

Buenaparte de la experimentación de este trabajo
a ocurrido en base a "aislados" proteicos obtenidos por
floculación a pHisoelóctrico de extractivas alcalinas
de harinas de extracción de semillas oleaginosas. Unde­
talle completo de la obtención de estos últimos, de la de­
terminación de pHisoelóctrico y de la purificación de los
coágulos logrados por centrifugación han sido expuestos
por Bertoni y Cattaneo48. Tan solo se describe aqui la
purificación de los coágulos. Ello se logró por suspensión
de óstos en.agua ajustada a pHisoeléctrico (relación pro­
teína :agua, 1/22), seguido por centrifugación y repetición
de este tratamiento. En el caso de "aislado" de semilla de
lino se obtuvieron asi coágulos de color blanco cremoso
con fuerte retención acuosa. Por tres veces consecutivas
y a temperatura ambiente los coágulos anteriores se dis­
gregaron en etanol de 96%(relación proteina seca: etanol,
1:22) centrifugando después de cada añadido (2800 rpm, 15
nin.) y reuniendo los liquidos alcohólicos (el primer ex­
tracto fue nítidamente amarillo y el tercero incoloro).
Las proteínas-asi purificadas se presentaron comouna masa
amorfa consistente, de color blanco cremoso. Por secado en

capa delgada a 45° en vacio (5 Torr) se presentaron bajo
forma de polvo blanco, homogéneo, inodoro e insípido. Este
procedimiento de purificación ha conducido en todos los



99

casos a productos de las caracteristicas señaladas, excep­
ción hecha de las proteinas de harinas de semilla de girasol
(color verde claro, por presencia de ácidos clorogónicos
en las harinas de partida).

2) - Ensalos degpardeamiento de un "aislado"4proteico
blanco de semilla de lino

En la Discusión se han reseñado distintos probables
procesos de pardeo señalando los posibles componentesinicia­
dores de los mismos. Con carácter previo se llevaron a cabo
las siguientes experiencias :

a) - Experiencia N01 (posible generación de compuestos
carbonilicos por oxidación de ósteres metilicos de áci­
dos grasos de semilla de lino ). 0,5 g de "aislado"
blanco obtenido según l) se añadió de 0,01 g de éste­

res metilicos de ácidos grasos totales [de aceite de
semilla de lino cubriendo con 50 ml de etanol 96 fi.
En rota-vapor se mantuvo por 2 horas con agitación a
60 - 70° y finalmente se llevó a seco a esa temperatu­
ra y en vacio. Se obtuvo un residuo en forma de polvo
blanco similar al producto de partida.

b) - Experiencia N°2 (similar a la Experiencia N°l pero
incluyendo el agregado de agua ). 0,5 g del mismo "ais­
lado" blanco se añadió de 50 ml de agua y de 0,018
de esteres metilicos de ácidos totales de aceite de
lino disueltos en 2 ml de etanol 96 fi. Se mantuvo en
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rota-vapor a 60-70° por 2 horas con agitación y fi­
nalmente se llevó a seco en vacío a esa temperatura.
Se obtuvieron escamas traslúcidas y ligeramente ama­
rillas adheridas a la pared del balón.

Experiencia N°1 (posible influencia, vía autoxida­
ción de lípidos polares). 4 g del "aislado" blanco
anterior se añadió de 100 m1 de agua destilada (pH
4,15; 20°), calentando por 2 horas a 60-70° por agi­
tación en rota-vapor. La viscosidad aumentónotoria­
mente agregando entonces 0,04g de lípidos extraídos

por 01303 (cuya composición acídica había sido deterb
minada por CGL)a partir de harina de semilla de lino
previamente agotada por hexano. Se mantuvo por una
hora en rota-vapor a 60-70o con agitación llevando
finalmente a seco en vacío a esa temperatura. Se ob­
tuvieron escamas oscuras adheridas al balón. Este ma­
terial se llevó a peso constante a 45°, 5 Torr en es­
tufa de vacío, obteniendo aproximadamente 3,60 g de
un producto oscuro que se destinó a determinaciones
de N total y lisina disponible.

Experiencia N°4 Repetición de 1a experiencia N°3.
Sobre el producto final reducido a un polvo en mor­
tero se extraJeron lípidos que se examinaron por CGL.

Experiencia N°5 (posible intervención en los proce­
sos de pardeo de los lípidos residuales en el "aisla­
do purificado). 4,00g de "aislado" blanco anterior se
suspendió en 100 ml de agua y mantuvo a 50°con agita­
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ción en rota-vapor durante una hora. Se elimino el
agua en vacio parcial a 50-60o y llevó a peso cons­
tante en estufa de vacio a 45°. Se obtuvo alrededor
de 3,7g de escamas que una vez molidas en mortero,
se presentaron comoun polvo de color pardo claro
que se reservo para la determinación de N total y
lisina disponible.

3) - Investigación de CompuestosCarbonilicos

3-1) Aggtamientode harina de semilla de ligg_por distin­
tos solventes Boleros

Se partió de harina de semilla de lino (var. Tezanos
Pintos) agotada por hexano técnico. 305 de la mismase ago­
tó con éter etílico (Soxhlet) obteniendo 0,4922 g de lípi­
dos (llevados. a peso constante a 100°, 5 Torr) que repre­
sentaron 1,64%sobre harina tal cual (1,88% sobre harina
seca).

En operación separada 35g de harina agotada por hexa­

no se añadieron de 320 m1 de mezcla 0130H20H3OH2H20= 1,3:
2.621,0 v/v (Lyons-Lippert) agitando periodicamente duran­
te 24 horas a temperatura ambiente. Se filtro (trompa) y el
insoluble se lavó con 30 ml de la mezcla anterior. Los fil­
trados reunidos se añadieron de 85 m1 de agua, agitó y dejó

decantar por 24 horas. La capa inferior (CIBCH)se lavó con
solución acuosa diluída de SO4N32,filtró y recuperó el sol­
vente en rota-vapor. El residuo, tomadopor éter etílico
(totalmente soluble) se llevó a peso constante (100°, 5 Torr)
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obteniendo 0,5513 g de lípidos (1,58% sobre harina tal cual;
1,96 í sobre harina seca).

Ambasfracciones lipídicas fueron analizadas en sus
caracteristicas y composicionesacídicas con los resulta­
dos que figuran en la Tablas g y á, comentadas en la Dis­
cusión. Fue evidente el mayor contenido acuoso de la hari­
na resultante del agotamiento con mezcla polar ternaria
(19,36%frente a 12,93 para la harina agotada por éter etí­
lico).

3-2) Aggtamiento (escala macro) de harina de semilla de

lino por mezcla ClBCH:CH3OH:HZQ(Lyons-Lippert)

Operando sobre una nueva partida de semilla de lino
de la mismavariedad, se procedió a la molienda de 200g
de 1a mismay a su agotamiento en frío con hexano técni­
co conteniendo 0,025 del antioxidante primario BHT(diter­
butilhidroxitolueno). Aeste fin la semilla molida se cubrió
con 500 m1 de solvente y agitó periodicamente durante 2 ho­
ras, centrifugó y lavó el insoluble con 100 m1de hexano.
Esta Operación de extracción y lavado se repitió 6 veces
más (el último extracto era practicamente incoloro). De
los extractos reunidos se recuperó el hexano por destila­
ción y obtuvo el aceite crudo de extracción eliminando los
últimos restos de solvente por arrastre con vapor de agua,
tomandoel aceite por éter etílico, lavando la solución en

ampolla con agua, deshidratando con SO4Na2, recuperando el
solvente por destilación 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 (AJIOOg)

se suspendió en la solución ternaria CÉ3OH:CI3CH:H20(20:
10:7,6 v/v) (casos 486 m1 ; 0130}! 243 ml ;320 186 ml ; to­
tal 915 m1) conteniendo BHT, se agitó periodicamente y a
las 24 horas se centrifugó (20 minutos, 2800 rpm). El in­
soluble se lavó con 200 ml de la mezcla solvente citada,
centrifugó y repitió el proceso de extracción con otros
915 m1de la mezcla ternaria. En total se realizaron 4 ex­
tracciones reuniendo todos los extractos líquidos que se
adicionaron de 1120 ml de agua. Ello provocó la separación

de una capa inferior (013CH)que se decantó nitidamente
por centrífugación, deshidrató con SO4Na2 filtró y con­
centró en rotepvapor (vacío parcial) obteniendo 3,4569 g
de un residuo lipídico (llevando a peso constante 100°, 5
Terr) que representó 1.73% sobre semilla tal cual ó 2,73%
sobre harina agotada por hexano.

En la experiencia comentada se separó por centrífu­

gación la capa clorofórmica (inferior) de una capa CHBOH:
320 (superior). Esta última se concentró en rota-vapor en
vacío parcial con temperatura final de 70°. Se obtuvo un
residuo amarillo pardo aparentemente amorfo que secado en
vacío a no más de 50° hasta peso constante consistió de
10,728 g (5,36% sobre semilla molida original). Este pro­
ducto se reservó para su análisis ulterior.

3-3) Lipidos residuales en harina de semilla de 1122
aggtada por hexano y por mezcla Lyons-Lippert

En 1a Discusión se ha hecho mención de la existencia
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de lípidos en harinas agotadas por solventes polares y
no polares. 5,0637 g de la harina agotada por hexano y
por mezcla ternaria se hirvió a reflujo una hora con 50 ml
de solución de KOHal 6%en etanol 96%..Enfrió, acidificó

con SO4H2(1:1 v/v, placa de toque) y centrifugó por 20
minutos a 2800 rpm, lavando por centrífugación 2 veces con
15 ml de etanol por vez. Los líquidos alcohólicos reuni­
dos adicionados de 60 ml de agua se extrajeron en ampolla
3 veces con 60 m1 por vez de hexano, previamente pasado
por el insoluble. Los extractos en hexano reunidos se la­
varon con agua, filtraron y llevaron a seco en rota-vapor.
El residuo se tomó por 30 ml de mezcla etanolzagua (2:1
v/v), alcalinizó con solución alcohólica de KOH(fenolf­
taleina) y extrajo el material insaponificable con éter
etílico. De los liquidos hidroalcohólicos se aislaron los
ácidos grasos libres de insaponificable previa acidifi­
cación con ácido SOH diluido (heliantina) por extracción
con éter etílico. 3: Ïbtuvieron (luego de llevar a peso cone­
tante, 100°,5 Torr) 0,0091 g de insaponificable (0,18% so­
re harina agotada, 41,93%sobre lípidos residuales to­
tales) y 0,0126 g de ácidos grasos (0.249% sobre harina
agotada, 58,07%sobre lípidos residuales totales). El to­
tal de lípidos residuales así obtenidos fue 0,429 g (0,43%
sobre harina agotada). I

El total de ácidos grasos recuperados (0,0126 g) se
transformó en ésteres metílicos por esterificación con

5 ml de CH3OHanhidro conteniendo 1,5% en peso de ácido
SO4H2comocatalizador de esterificación (reflujo 2 horas),l05
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y los ésteres se reservaron para el estudio de su compo­
sición acídica.

Tanto sobre el aceite seminal (hexano) comosobre

los lípidos aislados por la mezcla ternaria C13CH:CH3OH:H20
se practicaron determinaciones analíticas que figuran en
lalggglg 3 y en la que se incluyen algunos valores para es­
tos últimos lípidos y para los lípidos residuales (aisla­
dos por saponificación drástica) calculados en base a las

composiciones acídicas CGLreapectivas. Así mismola Eagle 2
resume los valores de estas últimas, encontradas por CGL
de los estores metílicos de los ácidos totales respectivos}05
Las composiciones acídicas que se mencionan en este traba­
Jo se determinaron usando un equipo Perkin-Elmer "Vapor ­
Practometer", Mod. 154, equipado con detector de ionizap
ción de llama, columna de 3 metros de largo y 4,5 mmde
diámetro interno, con material de relleno formado por Chro­
mosorb G-HP(60 - 80) y adipato de etilenglicolpolímero
(14%sobre relleno total), temperatura 194°. nitrógeno co­

mo fase móvil y con inyecciones de 2 a 4 ¡üJ. de solución
de ésteres al 5%en éter etílico. Las composiciones se ha­
llaron por triangulación.

3-4) Fraccionamiento en capa delgada de lípidos aislados
por mezcla ternaria Cl,CE:CH,0HzH00

J J . ‘­

Los distintos componenteslipídicos que se pudieron
identificar lo fueron sobre placas.de vidrio recubiertas
con una suSpensión de sílica gel en agua (1:2 p/v) exten­

dida en un equipo Desafio. El espesor de capa fue de 259/1
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para la escala analítica; las placas se dejaron secar al
aire 24 horas y luego se activaron a 110° por una hora,
preservándoselas en desecador hasta lograr que llegaran
a temperatura ambiente. Comosolvente de saturación y de­

sarrollo se utilizó:CI3CH2CH30H2HQÏO(65:25:4 v/v) de acuer­
do a lo señalado por Wagnery col. La preparación de
las placas asi comootras Operaciones de tipo general res­
pondieron a lo aconsejado por Stah1107. La siembra se lle­

vó a cabo con Jeringa Hamilton de 5q/a 1 de solución de li­
pidos aproximadamente al 0,1% en mezcla 013CH:CH30H(2:1
v/v ). Comotestigos se sembraron 5 1 de soluciones apro­
ximadamenteal 0,1% en ese solvente, de lecitina, esfingo­
mielina, lisolecitina y aceite de girasol (lípidos neutros).
La muestra se corrió por triplicado y el sector correspon­
diente al corrimiento se reveló independientemente cubrien­
do el resto de le placa con un vidrio.

Las soluciones de revelado fueron z

a) - Reactivo para fosfolipidos según Dittmer y Lister108

Solución 1 z a un litro de SO4H225N se agregó 40,115

de M003y la mezcla se calentó a ebullición hasta di­
solución del óxido.

Solución 2 : a 500 m1 de la Solución l se agregó

1,78 g de Moen polvo y se calentó a ebullición du­
rante 15 minutos. La solución fria fue filtrada.
Solución de revelado z a una mezcla de volúmenes i­
guales de Solución l y 2 se agregó 2 volúmenes de agua.
Las manchasreveladas desarrollaron color azul en frio.
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Anisaldehido - ácido SO H
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Reactivo de Draggndorff (para fosfolipidos contenien­
do colina)

Solución l :
de bismuto en una mezcla de 10 ml de ácido acético

se disolvieron 0,85 g de nitrato básico

glacial y 40 m1 de agua.
Solución 2 : se disolvieron 0,85g de IK en 20 ml de
agua.

Solución de revelado :
5 ml de Solución 2 y 20 m1 de ácido acético glacial

se mezclaron 5 ml de Solución l,

y se completó con agua hasta 100 m1.
El color característico de las manchasfue anaranjado.

Vapores de yodo - exposición de la placa revelada a
vapores de yodo que permiten vizualizar los lípidos
neutroe comomanchas pardas . Es un reactivo de re­
velado totalmente inespecifico.

ninhidrina al 0,2%
y por calentamiento

Reactivo para amiggfosfátiggg :
en etanol. Luego de pulverizado
del sector de la placa con aire caliente las manchas
correspondientes desarrollan color rojo violáceo.

Visualiza los fosfolipidos que contiene grupos -NB2.

Reactivoápara ggficares

4_2 z 1 ml de 5041512
trado se agregó a una solución de 0,5 ml de anisal­
dehido en 50 ml de ácido acético (recientemente pre­

concen­

parada).
Tratamiento : después de le aplicación se calienta
a ICO-105° hasta máximodesarrollo de color.
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o¿Naftol - 304g2 r se hizo una mezcla de 10,5 ml de
solución etanólica de naftol al 15%, 6,5 ml de

80432 concentrado, 40,5 m1 de etanol y 4 ml de agua.
Tratamiento : después de la aplicación se calentó
3 a 6 minutos e 100°.

En escala analítica la mancharevelada más próxima
a los puntos de siembra correspondió a lisocolinafosfo­
lípidos (igual corrimiento que un patrón de lisolecitina)
seguido de un componentefosfolípido con igual corrimien­
to que un patrón de colinafosfolípido (lecitina), un fos­
folípido Dragendorff positivo con idéntico corrimiento
de un patrón de eefingpmielina, etenolaminafosfolípidos
y lípidos neutros ( los dos últimos con corrimientos si­
milares a etanolaminafosfolípidosde lecitina comercial y
de aceite de girasol, respectivamente).

Las separaciones en escala analítica mostraron has­

ta 6 componentes con valores de Rf muypróximos (difícil
resolución) entre las manchascorreSpondientes.a etanol­
aminafosfolípidos y lípidos neutros. Dos de ellas dieron
reacciones positivas o dudosas con reveladores para compo­
nentes conteniendo azúcares, una de tono violáceo con reac­
tivo de ubnaftol y lila con el de anisaldehído; la otra
violeta con este último reactivo y negativo con el de
OC-naftol.

Alos fines del estudio de las composiciones acídi­
cas de algunos componentes separables en sílica gel G
(escala preparativa) se corrieron sobre placas recubiertas
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con espesor de 509/6 40-60 mg de los lípidos extraídos
por la mezcla ternaria de solventes disueltos en la mí­

nima cantidad de 0130H2CH30H(2:1 v/v) en bandas de 15 cm
de largo con microJeringa de SQ/Ll con dosificador.
Lateralmente se sembraron franjas de aproximadamente l 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 fosfolípidos,
otra con ninhidrina 0,2%en etanol y posterior calenta­
miento parcial sólo en 1a zona, con aire caliente. El
sector central de la placa se pulverizó con solución

109 y se obser­0,2%de 2-7 diclorofluoresceína en etanol
v6 al UVa 254 nm. Según las coloraciones característi­
cas y las posiciones relativas en los cromatogramas,se
ubicaron bandas correSpondientes a lípidos neutros, eta­
nolaminafosfolípidos, colinafosfolípidos y dos probables
glicolípidos. Habiéndose corrido dos placas en la forma
descripta se reunieron los raSpados de los lípidos men­
cionados, procedentes de la parte central de cada placa,
delimitada por el revelado con 2-7 diclorofluoresceína,
reactivo no destructivo, indicado para un análisis pos­
terior de composición acídica por CGLde los lípidos ad­
sorbidos. Los raspados se preservaron para su posterior

estudio en atmósfera de N2 a —15°y en la oscuridad has­
ta el momentode sus eluciones. Estas precauciones se re­
forzaron manteniendo hasta ese momentolos lípidos adsor­
bidos sobre la sílica gel en razón de lo aconsejado por
Slawson y Meadllo, en el sentido de que el sistema sílica
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601 - adsorbido,es de mayorestabilidad frente a proce­
sos de deterioro oxidativo.

3-5) Composicionesacídicas de lípidos neutros (Qui ­
etanolaminafosfolípidos (BEL)y colinafosfolí­
pidos {CPL}

Los raspados respectivos fueron eluídos con mezcla

éter etílico - 013
(rotanvapor, vacío), que se saponificaron por reflujo
durante 30 minutos con 5 ml de solución de KOHal 4% en

CH(1:1 v/v) recuperando los lípidos

etanol libre de aldehídos. En los casos de lípidos neu­
tros, etanolaminay colinafosfolípidos se hicieron extrac­
ciones de presuntos insaponificables con éter de petróleo
( de existir plasmalógenos o lípidos aldehidogfinicos no
fosforados, la saponificación engendraría insaponifica­
bles constituidos por glicerina eterificada en uno de
sus hidroxilos con alcoholes:¿-(3insaturados). Estos in­
saponificables se reservaron para su posterior transfor­
mación en dimetilacetales a examinar por CGL.De los lí­
quidos alcalinas conteniendo los jabones libres de insa­
ponificables se aislaron los ácidos totales por extrac­
ción con éter etílico previa acidiIicación a pH4 (he­

liantina). Los ácidos se esterificaron con CHBOH—SO4H;05
y los ésteres obtenidos se examinaron en sus cemposicio­
nes acídicas por CGLcon los resultados que figuran en

la Egglg é. Esta incluye las composiciones acídicas de
los lípidos presuntivamente glicolípidos (GL) (l) y (2)
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y de lisocolinafosfolípidos (LCFL)para-los cuales no se
operó la separación de insaponificable luego de las sapo­
nificaciones reapectivas. Las Figuras 2 , g , 1 , g , g y
¿Q 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 ¿steres metilicos, mientras que en los
restantes puedehaber interferencia por la presencia de
presuntos dimetilacetales (en muybajas concentraciones)
en los esteros metílicos.

Los inaaponificables procedentes de la saponifica­
ción de las fracciones LN, CFLy EFLse hirvieron a re­

flujo con 10 m1 de CH3OHanhidro conteniendo 1 jfizen pe­

so de SO4H2concentrado (transformación de los etefóxi­
dos en dimetilacetales). Despuésde enfriar losíiíquidos

se vertieron sobre SO m1 de solución de COBK2aEÏR? extra­
yendo los dimetilacetales por éter etílico (estefproceso
persiguió evitar 1a presencia simultánea de dimgfilace­
tales y agua en medio ácido, que habría provocaaüüla des­
composición de los dimetilacetales con la formación de los
aldehídos respectivos). Por evaporación del éter se aisla­
ron los dimetilacetales que se examinaron por CGLregis­
trando los componentes con tiempos de retención que se
mencionaron en 1a Discusión de 1a Parte Experimental.
Dado el número de componentes, parte de los remanentes
de estos dimetilacetales se reunieron e hidrogenaron (ci­
clohexano, Pd 10%/C)111
de dimetilacetales saturados (ver Discusión de la Parte

, examinando por CGLesa mezcla

Experimental).
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Las Figuras ll,lg,l; y ¿A se refieren a los croma­
togramas de los dimetilacetales obtenidos a partir de los
eluidos de LN , CPL, EFL y de los remanentes de éstos
reunidos e hidrogenados.

3-6) Confirmación de la presencia de plasmalóggnos

Operandosobre lípidos totales extraídos por mez­

cla ternaria de CH3OH:ClBCH:H20y sobre fracciones elui­
das de las separaciones de estos lípidos en capa delgada
preparativa se investigaron plasmalógenos siguiendo las
indicaciones de Klenky Debuch64. Se diapuso además de he­

xanal y decanal y de los respectivos dimetilacétaies pre­

parados exprofeso (ebullición por reflujo con dágQH-SO4H2
y aislamiento posterior por extracción con éter de petro­
leo previa neutralización de la acidez con solución de

CO3K2). ".u.

Preparación del reactivo : Fucsina - ácido so3á;;
l g de clorhidrato de pararosanilina (Fucsina basica) se
disolvió en aproximadamente 700 ml de agua'a la cual se

habia agregado 50 m1 de ClH 2N y 5,0 g de SO3HNapuro y
seco. Se llevó a volúmen con agua destilada y estacionó
agitando ocasionalmente hasta decoloración total. Se man­
tuvo en frasco de muybuen cierre para evitar pérdidas de

502.
Ademásse dispuso de ácido acético glacial p.a. y de n?
hexanol, ambos previamente ensayados comprobando que da­
ban reacción totalmente negativa.
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Enaaïoa previos

7 mg de hexanal se disolvieron en 10 m1 de ácido

acético. A 0,2 ml de esta solución se agregó 0,2 ml de
CIB 2K y calentó en baño de agua por 10 minutos a 55°.
Después de enfriar el tubo en agua a temperatura ambiente
ee agregaron.0,22 m1 de solución acuosa de NaOH2 N mez­

clando muybien antes de agregar 2,0 m1 de reactivo

Fucaina - 802
(0,014 ng de hexanal en el ensayo). Un ensayo idéntico
sobre 0,2 m1 de solución de decanal en ácido acético
glacial (0.09 mgde decanal) fue también netamente posi­

. La reacción resultó netamente positiva.

tiva (tono más violáceo que con hexanal).
Una reacción practicada sobre 0,2 ml de dimetilace­

tal (0,09 mgde dimetilacetal) sin agregado de ácido 01H
2N condujo a reacción positiva neta en un lapso de 20
minutos ( 1a liberación de deCanal a partir de su di­
metilacetal ocurrió por acción de la acidez provista por

el SO2
reacción fue netamente positiva en forma inmediata .

del reactivo). En presencia de ácido 01H2N la

gggayoa sobre lípidos extraídos pg; la mezcla ternaria
Cl CH:CH H2,

Suponiendo que 1a concentración en plasmalógenos
de estos lípidos sería muybaja ae practicó una reacción
sobre 0,5 mg de los mismos diaueltos en 0,2 m1 de ácido
acético. Se procedió tal cual ha sido indicado por agre­
¿ado de 0,2 m1 de C1H 2 N, calentando por 10 minutos a

55° etc., obteniendo reacción aparentemente neñativa.
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Por agregado de l ml de hexanol (de reacción negativa
en un ensayo en blanco) seguida de agitación y decanta­
oión por reposo, se observó coloración ligeramente ro­
da en la capa de n-hexanol (ensayo positivo).

Ensayos sobre dimetilacetales de CFL+ EFL + gg

Los remanentes de estos supuestos dimetilaceta­
les que se habían examinado por CGLse reunieron obte­
niendo alrededor de 2-3 mg de mezcla que se disolvió en
1 ml de ácido acético glacial (practicando reacciones
sobre 0,2 ml de la solución así obtenida se obtuvo ensa­
yo positivo). Igualmente y operando sobre una solución
en ácido acético del remanente del exámen CGLde estos

dimetilaoetales hidrogenados, también se obtuvo ensayo
positivo. Comoconclusión surgió que esta fracción de
lípidos fundamentalmentepolares, extraídos de una hari­
na de semilla de lino (previamente agotada por hexano)

por mezcla 013CH:CHOH:H0, contiene lípidos aldehidogá­3 2
nicos.

3-7) Determinación de azúcares extraídos por mezcla

Q3M3M29
En la extracción de lípidos polares con mezcla ter­

naria según Lyons- Lippert a partir de harina previamente
agotada por hexano técnico se obtuvo por dilución con a­
gua un sistema bifásico en el que la capa.líquida supe­

rior (CH OH+ H20) se llevó a seco a temperatura no mayor3
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de 70° (rota-vapor , vacio). Se obtuvo un residuo aparen­

temente amorfo totalmente soluble en CH3OH2H20(144250 v/v)
que se llevó avolúmen de 500 ml en un matraz aforado con

dicha mezcla de solventes. Por evaporación de una alícuo­
ta de 25 ml se obtuvieron 0,5364 g de un residuo pardo por
calentamiento a peso constante en vacio y a no más de 50°

( 5.36% sobre semilla). En total se dispuso de 10,7280 g
de este material que se destinó a su análisis ( determi­
naciones de N total y azúcares reductores e invertiblesL
con los siguientes resultados

N total (KJeldahl) : 0,098% sobre semilla ( 0,61%
comoproteína "bruta")

Azúcares reductores (Bertrand)112: 0,15% sobre se­
milla(como glucosa)

Azúcares inVertibLes (Bertrand)112: 2,05% sobre se­
milla (como sa­
carosa)

3-8) Investigación de azúcares 1_polisacáridos en harina
de lino

¿galisis cuantitativo en hidratos de carbono

Agucares reductores : Aproximadamente 30 g de harina se pe­
saron en un erlenmeyer, neutralizando por agregado de 1g

de C03Ca g se agregaron 125 ml de etanol 50% (v/v) y se
mantuvo en baño de agua (1 hora a 83-870) empleando un

pequeño embudo en el cuello del erlenmeyer como condensador.
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Una vez frío se estacionó por una noche, diluyó a 250 m1
con etanol 95%(neutralizado a 1a fenolftaleína), centri­
fugó 15 minutos a 2800 rpm, lavó por 2 veces el residuo
con 50 m1de etanol neutro y reunió los líquidos de lavado
al sobrenadante original. El líquido se concentró en ro­
ta-vapor (45°,vacío parcial) hasta un volúmen de aproxima­
damente 30 m1 (eliminación del etanol) y se agregó 50 ml
de agua. Se transfirió a un tubo de centrífuga en donde
se procedió a la defecación por agregado de solución de
acetato neutro de Pb (0.a. 2 ml) y agitó por 15 minutos
observando la formación de un precipitado floculento.
El exceso de Pb se eliminó por agregado de solución satu­
rada de oxalato de K seguida por centrifugación (20 -25
minutos a 2500 rpm). Finalmente se llevó a volúmen en matraz
aforado (250 m1) (A.0.A.C. Official Method 22.043, 1965)
(modificado).
Los azúcares reductores se determinaron volumétricamente

por el método de Bertrand112 a partir de una alícuota de
100 m1 ( 0,21% sobre harina, como glucosa).

¿gúcares invertibles: (A.O.A.C. Official Method29.026,
1965)

Auna alícuota de 10 m1 de la solución obtenida pa­
ra 1a determinación de azúcares reductores, se agregó
1,25 m1 ClH 5 = 1,10 y calentó en baño de agua hirviendo
durante 20 minutos. Se neutralizó la solución con NaOH
10%(tornasol). Los azúcares invertibles se determinaron
por el método de Bertrand112 (3.52% sobre harina, como
sacarosa).
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Hidratos de CarbonoSacarificablesll3: Se partió de apro­
ximadamente 10 g de harina (neutralizando con l g de

cosca), suspendió en 125 ml de etanol 50%y mantuvo en
baño de agua l hora; luego se decantó el liquido, se la­
vó el residuo con etanol neutro y se secó en estufa de
vacio a 50°. El residuo seco se trató con 671 ml de agua
más 67,1 ml de ácido ClH 5:1,125 y calentó a reflujo por
2 horas. Luegp se filtró y se llevó a volúmen final de
1000 ml. Apartir de esta solución se tomó una alícuota
de 25 ml determinando los hidratos de carbono sacarifica­
bles por el método citado anteriormente (20,72% sobre ha­
rina, comoalmidón).

Identificación de Hidratos de Carbono

Se operó sobre las soluciones preparadas para las
determinaciones de azúcares reductores y de azúcares in­
vertibles y directamente sobre el residuo remanente de
la extracción etanólica de azúcares se realizó la saca­
rificación (01H5 = 1,125) para obtener la solución de
los hidrolizados de los hidratos de carbono sacarifica­
bles. En todos los casos se procedió a la purificación
de las soluciones para su posterior análisis cromatogra­
fico.
Purificación : una vez obtenidas las soluciones problema
se las concentró en rotavapor (45°, vacio parcial) hasta
unos 20 ml. Cada solución se pasó por columnas de inter­
Cambioiónico (para eliminar interferencias debidas a las
sales). Las resinas utilizadas fueron : De Acidite FF
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aniónica y Amberlite IR-l20 catiónica previamente acti­
vadas. Se sembró la columna con la muestra problema y se
eluyó con agua destilada, recogiendose los primeros 500
ml (gpteo lento); las columnas se lavaron con 2-3 litros
de agua destilada para eliminar los azúcares retenidos
mecanicamente por las resinas. Los primeros 500 ml re­
cogidos se evaporaron en rota-vapor (40°, vacio parcial)
con pequeños agregados de etanol para ayudar la evapo­
ración hasta sequedad. El residuo se tomó con etanol
para la siembra cromatografica.

Identificación cromatográfica de hidratos de carbono

Se prepararon placas de 20 x 20 cm con aplicador
Desaga 250 de espesor, según la técnica de Lewis y
Smithlo7.

Se sembraron 2-3 gotas de patrones ( 10 mg/ml)
cada 2 cm con capilar de vidrio y para las muestras
las siembras variaron entre 3-16 gotas según la con­
centración de azúcares presentes.

Para la identificación 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), deJándolas se­
car a1 aire durante una noche. El solvente de desarrollo
fue : n-butanol + acetona + buffer fosfato de pH 5,0
(40:50:10 v/v) y se reveló con ácido ftálico + anilina}14
obteniendose color rojo ciruela para las pentosas y marrón
para las hexosas.
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Para la identificación de sacarosa, las muestras
se sembraron en placas de sílica gel G (30 g de sílica
gel en 60 ml de solución de acetato de sodio 0,02 Mpa­
ra 5 placas). Estas placas se activaron por 30 minutos
a 110° antes de su uso. El solvente de desarrollo fue:
acetona + cloroformo + agua + metanol (75:10:5:10 v/v)

y el revelador anilina + difenilamina + P04fl3ns’lló’117
dando sacarosa una manchacaracterística de color gris.

La fructosa se identificó en cromatografía en
papel descendente, usando la misma concentración de siem­
bra que en la placa tanto para el patrón comopara las
distintas muestras, Se corrió durante 20 horas en forma
descendente, con una mezcla de butanol + etanol + agua
(102424 v/v)118 y el papel, una vez seco se reveló con
resorcina + butanol + ClH 0,25N (reactivo de grupo coto),
dando la fructosa una mancha rosada. Loa resultados de
este analisis cualitativo fueron considerados en la Dis­
cusión.

Contécnicas similares se procedió a la identi­
ficación de presuntos azúcares reductores e invertibles

presentes en la capa CH3OH2H20resultante de la dilución
del extracto en la mezcla ternaria 013CH:CH30H:H20Ope­
rado para la extracción de lípidos polares. Comoha si­
do expuesto en la Discusión de la Parte Experimental no
pudo reconocerse ningún azúcar reductor y solamente sa­
carosa entre los invertibles. Este comportamientoha si­
do comentado en la Discusión mencionada.
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4) - "¿igigggf proteico de semilla de lino agotada

por hexang y por mezcla 013CH:CH30H:H22

Según se ha expuesto en la Discusión, la harina
resultante del agotamiento por hexano y por mezcla ter­

naria ClscH:CH30H:H20 ( ambos conteniendo BHTcomo anti­

oxidante) se suspendió en 300 ml de 0830H anhidro, cen­
trifugó y repitió el tratamiento por 2 veces más emplean­

do 200 ml de CH3
lentó en estufa de vacio a 50° hasta consistencia pul­
verulenta (28,8% de pórdida de peso a 100°) prosiguiendo
entoces el calentamiento en vacio a 50° hasta observar
pérdida de peso a 100° y en vacio de 10,4%. Se obtuvo un
total de 96 g de harina que contenía 6,36% de cenizas
(500 -550°) y 6,90%de N total (Kjeldahl) referido a
sustancia seca, equivalente este último a 43,13%de “pro­

OHpor vez. La harina resultante se ca­

teína cruda".
Sobre esta harina se procedió a la obtención de

un "aislado" proteico. A tal fin 80 g se adicionaron de
1680 ml de agua destilada (relación 1:21) y agitó por
una hora a temperatura ambiente manteniendo el valor de
pH entre 9 y 10 por agregado de NaOHSN. Al cabo, se cen­

trifugó (30 minutos, 2800 rpm) obteniendo un residuo y
un liquido decantado (liquido I). El residuo se adicionó
de 400 ml de agua destilada (pH 9 -lO) y centrifugó
(20 minutos, 2800 rpm), obteniendo un nuevo residuo in­
soluble y un liquido decantado (liquido II). El residuo
se sometió a una nueva extracción con 915 ml de agua
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destilada ajustada a pH 9-10 con NaOHSN. La extracción
se prolongó por agitación mecánica durante 45 minutos,
separando por oentrifugación un residuo que se desecho
y un liquido decantado (liquido III). Los líquidos decan­
tados I , II y III se reunieron y llevaron a pH 4,0 con
agitación mecánica (pH isoeléctrico) después de lo cual
se separó el precipitado por centrífugación (30 minutos,
2800 rpm). El precipitado se trató 2 veces con agua des­
tilada ajustada a pH 4,0 operando por centrifugación para
obtener un insoluble final que se dividió en 2 partes
aproximadamente iguales en peso. Una de ellas se some­
tió a la purificación por suSpensiónen etanol (4 tra­
tamientos con etanol 96%en la relación 1:22 y un lava­
do final con éter etílico). Deepuesde centrifugar el
precipitado se llevó a peso constante en estufa de vacio
a 45°, obteniendo un polvo fino blanco y muy adherente
(1,36 g de "aislado").

La otra fracción de coagulo contenía 97,7% de agua
y se mantuvo en desecador y finalmente llevó a peso cons­
tante en estufa de vacio a 45°, obteniendo 1,23 g de un
producto de color pardo. Aproximadamenteel 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 (rxlzzfi)

Conel objeto de esclarecer si el bajo rendimien­
to en "aislado" seco a 45° se debia a un bajo valor de
extracción de N a pH 9-10 o a un bajo valor de insola­
bilización a pH 4,0 se practicaron ensayos para determi­



nar los valores de N extraido a pH9-10 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 ámbito de relacio­
nes harina z agua 1:21 a 1:60), se obtuvieron valores
de N extraido f N en harina que oscilaron entre 24,5 y
33.7 fi. Estas cifras son sumamentebajas respecto de las
observadas sobre harina de lino extraída solamente por
hexano (rv 69%)

Afin de establecer si la ausencia de sustancias
en la harina agotada por hexano y por mezcla ternaria
modificaba la extracción de material nitrogenado, se
realizaron ensayos añadiendo a la harina así obtenida
los distintos productos extraídos por la mezcla de sol­
ventes. Para ello se realizaron 3 ensayos z

Ensalo N°l : A 5,06 g de harina agotada por hexano y por

mezcla ternaria 013CH:CH3OH:H20se agregó
0,1535 g de lípidos extraíbles por la mez­

cla mencionada, disueltos en 01303. Luego se
cubrió toda la harina con CIBCHy se agitó
en rota-vapor por 30 minutos a 40 -42°.
Finalmente se.destiló el solvente a 40° en
vacio. La extracción de esta harina se rea­
lizó en la formahabitual (relación harina:
agua, 1:21) obteniéndose un valor de N extraí­
do fi N en harina de 2756.
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Ensalo N°3 r
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A 5,02 g de harina agotada por hexano y por

mezcla ternaria 013CH20H30H2H20,se agregó
25 ml correspondientes a la capa 033082820
(corresponden a 0,48 g del extracto). Se agi­
tó en rotavapor 30-45 minutos a 40°, destilan­
do el solvente a esa temperatura y en vacio.
La extracción de esta harina se realizó en la
forma descripta anteriormente obteniéndose
un valor de N extraido fi N en harina de 20,7.

A 5,06 g de harina agotada por hexano y por

mezcla ternaria 013CH:CH3OH:H20se añadió

25 ml correspondientes a la capa CH3OH2H20
más 0,1496 g de lípidos polares disueltos en

CIBCH. Se agitó 30 minutos a 45° en rotapvapor
y se destiló el solvente en vacio a esa tempe­
ratura. La extracción de este producto se rea­
lizó en la forma habitual, logrando un valor
de N extraido % N en harina de 28,8.

Comose expone en la Discusión de la Parte EXperimental ,
estos valores sugieren un proceso de desnaturalización
causado por el tratamiento de la harina con la mezcla ter­
naria, puesto-que el agregado de lipidos extraídos por la

mezcla de solventes y de la fracción CH3OH:H2Ono mejora
la extracción de proteina.

Por último y teniendo en cuenta que la precipita­
ción de los "aislados" se Operó a pH 4,0 (valor de pH
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laooléctrico determinado para el caso de"aisladoe" a par­
tir de harinas agotadas solamente por hexano), se proce­
dió a la determinación de N sobrenadante por aoidificap
ción de extradtivoa logrados a pH 9-10 sobre harina agp­
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 Discusión).
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FUNCIONALIDAD DE AISLADOS PROTEICOS

DETERMINACIONES DE VALORES DE ISN

l) - Técnica de determinación

Todoslos valores de Indice de solubilidad de nitró­
geno (ISN) se lograron por aplicación de la técnica del
AAC067,dejando constancia de haber ajustado en cada caso
el valor de pH al deseado. En resumen la técnica se des­
cribe asi :

5 g de "aislado", previamente tamizado a través de una
malla 149 ASflm(equivalente a 100 mallas) se pasaron en un

vaso de 400 ml. Se midieron 200 m1 de agua destilada (a 30°),
de los cuales 150 ml se agregaron en pequeñas porciones a
la vez dispersando el material con una varilla de vidrio
(utilizando la última porción para lavar esta última). Se
llevó al pH requerido en el ensayo con NaOHy agitó 120
minutos a 120 rpm a 30° con un agitador de vidrio cuyo diá­
metro de paleta fue de 50 mm. El pH se controló hasta esta­
bilización utilizando los 50 m1de agua restantes para en­
Juagar el electrodo en cada determinación. A1cabo de las
2 horas se transfirió a un matraz aforado de 250 ml, lleb
vando a volúmen con agua destilada, se agregaron 1-2 gptas
de antiespumante ( alcohol octilico) enrasó y homogenizó.
Se esperó unos minutos y decantó 40 ml en tubos de centri­
fuga de SOm1, centrifugó lO miutos a 1500 rpm y decantó el
sobrenadante a través de un embudocon lana de vidrio para
evitar el pasaje de sólidos. El filtrado se recogió en un
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vaso y se tomaron alícuotas 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 (fi de N total solubilizado).

Otra modificación surgió en determinaciones con al­
gunos "aislados" (lino, cítricos) que en razón de consis­
tir de asociaciones indisolubles proteína - polieacáridos
provocaban una elevada viscosidad del medio liquido emplean­
do 5 g en las determinaciones. Ello llevó a efectuar las
evaluaciones con l,5 6 2,5 g según los casos. Así mismo
y en los ensayos de evaluación de ISN practicados sobre
coágulos recientes no sometidos a deshidratación o en aque­
llos procedentes de ensayos de preserVación por enfriamien­
to o congelación se operó sobre cantidades de coagúlos que
contuviesen cantidades de materia seca próxima a 5,0 6 2,5
g,según los casos. Estos últimos tipos de muestras requi­
rieron una correcta homogenización(previa a las pesadas)
tanto para las determinaciones de ISN comode contenido
en N total (Kjeldahl).

2) - Experiencias sobre "aislados" purificados por etanol
96° y secaggs a 45° en vacio

Conla técnica descripta en l) se practicaron deter­
minaciones de ISH 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. Asi mismoun estudio similar se realizó sobre
un "aislado" de semilla de cártamo operando sobre 5 g y
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otro sobre "aislado" de mezcla de semillas de frutos c1­
trioos, Operandosobre 2,5 g. Los resultados obtenidos
en estos ensayos figuran en las TablasB, g y_lg y en las
Figgras ¿2 , lg, ll, ¿Qy lg.

Así mismo (ver ggglg ll) 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 (según los casos) sobre ca­
seina industrial y sobre"aislados" obtenidos por copreci­
pitación de proteina de lino con 40%de caseína industrial,
al igual que sobre "aislados" de semilla de girasol, coco
paraguayo, de semillla de zapallo, de tomate, de mezcla de
semillas de frutos cítricos y de proteínas 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 últimas por precipi­
tación a pHisoeléctrico de extractivos logrados a pH7,0
y 10,0).

3) - Experiencias sobre "aislados" no sometidos a deshi­
dratación4 conteniendo materiales lipidicos

Operandosobre "aislados" obtenidos por precipita­
ción a pH isoeléctrico sometidos exclusivamente a suspen­
sión en agua ajustada a ese valor de pH seguida de centri­
fugación, se lograron los valores de ISN que figuran en
la ggglg lg. Comprenden"aislados" de semilla de zapallo,
tomate, cártamo, girasol, de mezcla de semillas de frutos
cítricos y de mezcla de semillas de variedades de soja ;
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las cifras ee refieren a valores de ISN a tiempo cero
(coágulos recién obtenidos) o de los mismos preservados
por refrigeración (8-10°) o por congelación lenta (-15°)
en lapsos de hasta 21 dias. En estos últimos casos los
"aislados" se sometieron a enfriamiento o congelación den­
tro de frascos de vidrio de 23 mmde diámetro interno to­
talmente llenos y con cierre hermético (tapón esmerilado
y parafina). Los resultados de todas estas experiencias
han sido expuestas y analizadas en la Discusión de la Par­
te Experimental.

4) - Valores de contenido en Lisina Disponible

Operandosobre harinas de extracción de partida, re­
siduos agotados en los procesos de extracción alcalina
(previamente lavados por etanol y llevados a peso constan­
te a 45°, vacio), sobre los "aislados" precipitados a valo­
res de pH isoeléctrico y purificados por lavado con agua
ajustada a ese pH, con etanol 96%y llevados a peso cons­
tante a 45° en vacio y sobre las fracciones no dispersables
de las determinaciones de ISN sobre "aislados" purificados
y sobre "aislados" (coágulos) preservados por refrigera­
ción o congelación, se determinaron los valores de lisina
disponible por estricta aplicación de la técnica de Conker­
ton y Framptonllg. Los resultados obtenidos figuran en la
ggglg l; comentada en la Discusión de la Parte Experimen­
tal.
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AISLADOSgggTEIcgg gg SEMILLA gg SOJA

Comose expuso en la Discusión, se dispuso de par­
tidas de semilla de soja (var. "Cerrillos w 65", "Halescy
7l" y "Clark 63") correspondientes a la cosecha 1975/76,
de la localidad Los Cerrillos, provincia de Salta. Esas
partidas se destinarían a la obtención y estudio de "ais­
lados" según el métodotradicional de dispersión alcalina.

l) - Aceites crudos de extracción

Obligadamente se debieron obtener harinas de extrac­
ción (agotamiento por hexano técnico en Soxhlet, previa
molienda). De los extractos en hexano por recuperación del
solvente (destilación) en baño de agua hirviente y arras­
tre con vapor de agua, disolución en éter etílico, lavado

en ampolla con solución de SO4Na2a semisaturación, deshi­
dratación con SO4Na2anhidro, recuperación del solvente y
calentamiento en estufa de vacio (100°, 5 Terr) se obtuvie­
ron los aceites crudos que se preservaron en ampollas de
vidrio prácticamente llenas a -15°, hasta su estudio.

La ggglg li resume los valores de algunas caracte­
risticas de la semilla : peso/H1, peso medio del grano y
humedaddel grano, los de rendimiento en aceite sobre se­
milla tal cual y seca y los de algunas características
fisicoquimicas y contenidos en componentes menores. Estos
últimos se practicaron con las siguientes técnicas z
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Densidad relativa 25/4° (picnómetro) ; Indice de refrac
ción a 22° (A003 Official Method Cc 7-25) ; Número de
acidez (I.U.P.A.C. ll D 1., sobre 0,5 g de aceite) ;
¿ggige de sgpgnificggigg (AOCSOfficial Method Da 15-48);
Indice de lodo (WiJs) ; ¿gggponificable total (AOCSCa
6b- 53) (adaptado a los liquidos residuales de la deter­
minación de indices de saponificación) ; Indice de Yodo
del Insaponificable (Rosemund); Bsteroles totales (di­
gitonina)120 y Tocoreroles totales (aL->0Ldipiridilo)l?1

Las composiciones acidicas se determinaron por
CGLoperando sobre los estores metilicos preparados en
base a los ácidos totales libres de insaponificables re­
cuperados de los liquidos de valoración de los índices de
saponificación respectivos. Las esterificaciones se lo­
graron por reflujo con metanol anhidro conteniendo 1,5%

los. Se empleó el equipo, co­en peso de SO4H2concentrado
lumna, fase fija y técnica de CGLya expuestos. Los dis­
tintos componentesse identificaron según valores de tiem­
pos de retención y los de composición acidica porcentuales
por estimación de áreas. Los resultados cuantitativos ha­
bían sido previamente controlados por exámen CGLde mez­
clas de ácidos de composición conocida, por determinación
de las concentraciones de ácido linolénico y linoleico
cn UV previa isomerización alcalina y por cálculo de los
valores de indices de yodo de los ésteres en base a las
composiciones CGLencontradas, que resultaron coinciden­
tes con los valores determinados experimentalmente.
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La ggglg ¿2 resume las composiciones acidicas
asi encontradas. Ademásde evaluar las cantidades en es­

teroles totales se efectuaron exámenesde composición en
esteroles particulares. Atal fin se procedió al fraccio­
namiento de insaponificables en placas de sílice gel 089,
aislando por elución con éter etílico los esteroles del
raspado de la banda respectiva y efectuando el exámenCGL
utilizando un equipo Aerograph Gas Chromatograph modelo
204, equipado con detector de ionización de llama, co­
lumna de vidrio Pyrex de 2 metros de largo y 3 mmde diá­
metro interior, relleno constituido por ChromosorbG-HP
(silanizado, granulometría 80-100) conteniendo 2%de fase
fija(polaridad media) 0V- 17, temperatura de horno 260°,
temperatura de inyector y detector 315°, N comofase m6­
vil (presión de entrada 75-80, escala empírica), atenua­

ción x 12,8 y con inyecciones de le/Ll de esteroles en
solución al 5%en cloroformo puro.

Las identificaciones de los distintos picos de
esteroles, asi comolas evaluaciones cuantitativas se lle­
varon a cabo según lo expuesto en la Discusión. La Figura
g; muestra el cromatogramade la fracción de esteroles
del aceite variedad "Cerrillos w 65" y la 229;! lg las
composiciones en esteroles de los 3 aceites considerados.

Paralelamente se obtuvo la composición en esteroles
(por la mismatécnica) del aceite de lino obtenido en
este trabajo (agotamiento de semilla de lino var. Tezanos
Eigtos). El cromatogramareapectivo se observa en la Figu­



132

¿a gg y los valores de composiciónesterólica en la Discu­
Bióno

2) - Composiciónde harinas de extracción y obtención
de "aisladofigproteico.

Las harinas de extracción correSpondientes a las se­
millas de las 3 variedades de soja liberados de solvente,
se analizaron según métodos expuestos en la Discusión.
La similitud de valores aconsejó la mezcla intima de es­
tas harinas, un nuevo análisis de la mismay su utiliza­
ción en la obtención de 2"aislados" proteicos a distin­
tos valores de pH de extracción.

2-1) - Curva de extracción de N en función del BH

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

En balón de 3 bocas provisto de agitador, se co­
locaron 5 g de harina de_soja, que se suspendieron en
100 m1 de agua (relación harina/agua 1:20) ajustada al
valor de pH requerido en el ensayo . Se agitó la mezcla
mecanicamente durante una hora a 30°, manteniendo el valor
de pH establecido por agregada de solución de NaOH.El con­
junto ee trasvasó a tubos de centrífuga y centrifugó por
30 minutos a 2800 rpm. El liquido sobrenadante se trasva­
só a un matraz aforado filtrando a través de tela me­
tálica de acero inoxidable ( 200 mallas/cm) . El residuo



se lavó por agitación con 25 m1 de agua (relación 1:5)
previamente llevada a ese pH. centrifugó nuevamente (20
minutos, 2800 rpm) y el liquido decantado pasado por em­
budo con malla se reunió al anterior. El residuo se pasó
nuevamente al balón de extracción donde se procedió a
una eegúnda extracción en las mismas condiciones (30°,
1 hora, agitación permanente, pH establecido) siendo la
relación harina/agua de 1:10, centrifugando al final del
periodo de extracción. Los líquidos sobrenadantes decan­
tados procedentes de las 2 extracciones y lavados reuni­
dos, se llevaron a volúmen con agua destilada (500 m1)
y sobre alicuotas por triplicado se determinó el N total
extraido.

Los resultados obtenidos que configuran 1a curva
de 1a Figura g} se consideran en la Discusión.

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

Teniendo en cuenta los valores de extracción de
N obtenidos, ae decidió preparar "aislados" a valores de
pH extracción 7,0 y 10,0 considerando el pH isoelóctrico
a 4.5 a raíz de los trabajos observados en la literatura.

A tal fin se procedió a realizar una macroextrac­
ción (con cada valor de pH de extracción) para obtener
suficiente cantidad de "aislado" para su análisis poste­
rior. (previamente se efectuaron operaciones en escala
menor, ver Discusión).

Se partió de 200 g de harina mezcla Operando ne­
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gún la técnica descripta para la extracción. El líquido
de extracción se ajustó a pH 4,5 (elegido comode máxi­
ma precipitación) separando el coágulo de proteinas por
centrifugación (30 minutos a 2800 rpm). Después.decantar
el líquido sobrenadante el precipitado se lavó 2 veces
(con agitación) 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" así
lavado se purificó (3 lavados etanólicos, 500 ml de eta­
nol 96%en cada lavado) por agitación y desmenuzando a
fondo los gramos en una licuadora. Los extractos etanó­
licos se separaron por centrifugación (8 minutos a 2800
rpm) y Juntaron para su análisis posterior. El "aislado"
así obtenido se secó en estufa de vacio a 45°, obtenién­
dose un polvo blanco, inodoro e insípido.

En la extracción a pH 7,0 se obtuvieron 55,0 g
de "aislado" (27,5%) y 67,8 en 1a_0perada a pH 10,0 (33,9%).

Sobre ambos "aislados" y además de los valores
de rendimiento se efectuaron determinaciones de :

Pérdida de peso (100°, 5 Torr), Cenizas (500-5500),
N total (KJeldahl), Lisina disponiblellg, p tota158359
P de ácido fiticolzz, lipidos residuales asociados 53
e ISN67, con los resultados que figuran en la Tabla ll
y que fueron comentados en la Discusión de la Parte Expe­
rimental.
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2-3) - Estudio de los lípidos extraídos por etanol en
el proceso de purificación de los "aislados"

Los líquidos etanólicos procentes de la purifica­
ción de cada "aislado" (pH 7,0 y pH 10,0) proteico obte­
nido (correspondientes a 55,0 g y 67,8 g de proteina seca
a 45° respectivamente) se concentraron a un volúmen de
100 ml (rota-vapor 60°,vacio parcial), transfiriendo el
concentrado a una ampolla de decantación donde se extra­
Jo exhaustivamente con éter etílico. Los extractos eté­
reos reunidos se trataron en ampolla con solución acuosa

de SONa2 a media saturación y de la capa etérea tratada4
con SO Na anhidro se destiló el éter en baño de agua
hirviegtezy llevé a peso constante el residuo en estufa
de vacio (100°, 5 Torr). Se obtuvieron (a pá 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), nú­
meros de acidez, insaponificable. total % (éter etílico),
indices de yodo'de los insaponificables (Rosemund),áci­
dos totales fi (por saponificación) y P lipidicosa'sgcon
los resultados que figuran en la ggálg lg.

Operandosobre los ácidos toïgáes de estos lípidostransformados en ésteres metilicos se determinaron las
composiciones acidicas por CGLempleando el equipo, co­
lumna y técnicas ya mencionadas, con los resultados co­
mentados en la Discusión de la Parte Experimental.



2-4) - Determinación del contenido y características
de los lípidos residuales en los "aislados"
purificados l secos

Para el caso de pH 7,0 y habiendo partido de 5,02133
de "aislado" se obtuvo un residuo lipídico de 0,0434 g
(0,86%) constituido de 0,0372 g de insaponificable (0,74%)
y 0,0062 g de ácidos grasos (0,12%); para el "aislado"
procedente de la extracción a pH 10,0 se partió de 5,0400g
del mismoobteniendo 0,0476 g de lípidos (0,94%) forma­
dos por 0,0281 g de insaponificable (0,56%) y 0,0195 g
de ácidos totales (0,38%).

Los ácidos totales de estos lípidos se esterifica­
ron en operaciones separadas con metanol105 y examinaron
en sus composiciones acIdicas por CGLcon los resultados
transcriptds y comentadosen la Discusión de la Parte
Experimental.
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TABLAg - Composiciones acídicas de aceite de semilla
de 1149 (var. Tezanos Pintos) xgde llpidos
residuales en harina, extraídosgpor éter
etílico y según Lyons- Lippert (É de ácidos
totales}

Aceite Lipidos Lípidos
(hexano) (éter etílico) (CH3OH2013CH2H20)

;g¿g vest. vest. vest.
l¿¿9 vest. 0,2 0,1
¿g¿g 6,4 16,6 10,7
lé¿l vest. vest. vest.
¿Q¿Q 4.7 4.1 2,6

¿8_:_1_ 17,8 23,8 21.4

¿gg 13.6 24,3 17.0
18:3 57.5 32.0 48,2

Ind.yodo 197,9 152,9 181,8
ácidos to­
tales (calc.)



TABLAl —Características de los lípidos residuales
en harina de semilla de lino agptada por
hexano

Lípidos (extraí- Lipidos (extrai­
dos por éter e- dos según Lyons­
tílico) Lippert)

Insaponificable fi 14,88 10,07
Ind.yodo insaponificable 77,0 114,3
Acidos totales % 62,55 58,32
Ind.yodo ácidos totales (x) 152,9 181,8
Fósforo lípidico (mg P fi g 163,9 1540,0

lípidos)

(x) - Valores calculados en base a las composiciones
acídicas .CGL(ver Cuadro g)



TABLAí - Valores de rendimiento y de características de
composición de aceite crudo de semilla de ligg
¿geXanolj de lípidos extraídos de harina por

QA30H2CH0H:H20 y de lípidos residuales.3­

Aceite Lipidos
Lyone- L1­
ppert

Rendimiento % semilla t/cual 36,71 1,73 (x)
Indice de refracción (25°) 1,4791 -­
Indice de Saponificación 190,8 187,4

Indice de yodq_ 181,7 136,8
Ine'aponifiiCable a: 2,15 10,15
Ind',yodo .1n'savp-onificabler 109,5 86,4
N° de‘apidez" (mg KOH/g) 1,6 -­
Esteroles totales (me fi 8) 543,0 -—
Fósforo lipídico (mg P % g) -- 1200
Acidos totales (°) -- 59.51

(x) - 2,73% sobre-harina agotada por hexano
(xx) - sobre harina agotada según Lyons y Lippert
(°) - por saponificación

Lipidoa
residuap
lee

0943



TABLA2 - Composiciones acídicas (fi ácidos totales) de
aceite de semilla de lino, lípidos en harina

(exiraídos por C13CH:CH3951320)y de lípidos
residuales (extraídos luego de saponificación
drástica) (2da partida)

J

Aceite Lipidos Lípidos resi­
(Cl3CH:CH OH: duales (sap.3 .

H20) drástlca)

8:0 893
1020 9,3

y 12:0 vest. 0,1
14:0 vest. 0,3 0,4
15:0 vest. 0,3
15:1 9 0,2
16:0 6,3 13,3 13,1
16:1 0,2
17:0 vest. vest. 0,1
18:0. 4,7 3,4 4,0

L
18:2 14,2 21,0 13,2
18:3 55,1 38,6 31.3
20:1 vest.

Ind.yodo de 194,1 .164,6 127,4
ácidos tot.

(calc.)



TABLA6 - Comgosicionea acídicas (f de ácidos totales) de
lígidos neutroa (LN), colinafosfolípidoe (CFL)
etanolaminafosfolípidos (EFL), glicolípidos ?
(GL)y lisocolinafosfolipidos (LCFL)

LN CFL EFL GL (1) GL (2) LCFL
(x) (x) (x)

19¿Q 0,1 0,5 0,3 vest. 0,3 0,5

11¿Q - 0,5 vest. vest. 0,2 vest.
r-12:0 - vest. vest 0,4 0,1 0,5

1g¿g 0,1 2,3 2,5 1,2 1,2 2,0
r-l :0 -- vest. vest. 2,0 vest. 0,2

1}¿Q Vest. 0,5 0,5 0,5 0,6 1,1
r-14-0 0,1 0,5 0,4 0,2 0,6 0,6

1¿¿g 0,3 4,2 4,9 2,4 1,7 4,0
1421+r-1520 vest 0,4 0,9 0,7 0,6 0,7

12¿Q 0,1 1,1 1,1 1,1 0,9 1,2
r-16:0 0,1 1,2 1,5 3,0 3,1 1,9

¿g¿g 10,7 27,1 30,1 16,0 9,1 24,3
1É¿1 0,9 6,1 8,3 4,4 4,5 12,0
11¿Q veat. 1,0 1,1 2,7 3,3 3,6

17:1+r-18:0 vest. 0,9 2,3 0,2 vest. 1,1
_1_8¿9 3,1 ' 8,7 9,8 7,6 6,0 9,8

18¿1 21,6 38,2 28,6 16,6 19,6 31,1
lg¿g. ¿14,8 5,0 5,7 27,4 31,4 5,1
18: 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 -­

(x) - Esteras metílicos más presuntos acetales



TABLA2 —ValoresdeNextráído

ZdeNenharaen tadaporhgganoypormezclaternarjaCl

3CH:CIOHzH

29

Fuentegdehari-gderesí-N'%

nadepar-duoobte­ tfidanido

N%.de
residuo

Nñd na

eXtI'.

N

ehari4z

residuo harinaNtot.

harinaNextr.%

en

Nresiduo

íNtot.enharás

Harinaagotadapor hexano Harinaagotadaporhexano ymezclaternaria
iarinaagotadaporhexano

ymezclaternaria+A Harinaagotadaporhexano ymezclaternaria+B5,023,816,37 Harinaagotadaporhexano ymezclaternaria+A+B5,066,37

3,1% 5,56 5,83 5,63

1,75 1,32 1,83

62,0 27,1 27,6

23,6 63,2

A -LipidosextraíblesenlamezclaC13CH:CH3OH:H20,disueltosenC13CH(0,158) B -25mlcorrespondientesalacapaCH3OH2H20



TABLA8 - Valores de ISN para "aislado" {afigtado por
etanolgy seco a 45°) de semilla de lino, en
función del valor de pH 1 9930 del "aislado"

en el ensaxo

Experien- “Aislado” Valor % de N I.S.N. % N de
cia N° en el de solubi- "aislado"

ensayo pH lizado
(g)

l 5,0021 6,0 10,60 96,2 11,02

2 5,0086 7.o 10,46 94,9 11,02

3 5,0182 7,5 10,50 95,3 11,02

4 5,0068 8,0 10,76 97,0 11,02

5 2,5012 6,0 10,51 96,7 10,87

6 2,5042 7,0 11,21 103,1 10,87

.7 1,5042 6,0 10,12 93,1 10,87

8 1,5081 7,0 10,55 97,0 10,87

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



TABLAg - Valores de ISngara "aislado" (aggjado por etanol
yfsecado a 45°) de semilla de cártamoLgpn función

del EH

"Aislado" Valor de fi de N so- I.S.N. fi N de
en ensayo pH lubilizado "aislado"

(e)
J _ - 4’

5,0600 6,8 - 6,9 6,88 48.9 14,08
5,0370 7,8 - 7,9 9,74 69,2 14,08

'5 TABLA¿9 - Valores de ISN para "aislado" gaggtadogpor etanol
y secado a 45°) de semillas de frutos cítricos, en
función del EH

"Aislado" Valor de % de N so- I.S.N. fi N de
en ensayo pH lubilizado "aislado"

(g)

l 2,5006 6,0 1,71 13,9 12,30
2.5050 7.0. 7,70 62.6 12,30
2.5052 8,0 10,82 88,0 12,30



TABLA11 - Valores de ISN a BH7,0 de diversos "aislados"

proteicos agotados por etaggl y secados en va­
cío a 45°

(x) - Sobre producto tal cual
(xx)- de fruto maduro no sometido a cocción
(xxx)- de fruto maduro sometido a cocción
(o)_"aisladon a 7,0
(°°)- "aislado" extraido a pH10,0

"Aislado" de gramos fi de N I.S.N. N fi de
en solubi- "aisla­

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 11,02
Caseína industrial 2,5097 12,23 96,9 12,63
Caseina industrial 5,0133 12,02 98,7 12,18

Coppdo.prot.1ino + ágïnga- 2,5080 11,38 98,7 11,52
Semilla de cártamo 2,5030 7,58 55,4 13,70
Semilla de cártamo 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 7,99 57,6 13,88

Semilla de zapallo (c.ggña) 2,5147 4,26 29,2 14,57
-Semilla de zapallo 5,0000 4,57 31,5 14,49
Semilla de cítricos 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

SEX 11a de damasco (pepa) 5,0087 5,67 39,0 14,55

ïgmílla de damasco (pepa) 5,0000 9,74 65,1 14,96
Semilla de soja (°) 5,0050 4,64 32,3 14,36

Semilla de soja (9°) 5,0116 6,95 49,1 14,15



‘SezilladeR

‘Aislado'deFormadepre­

sarvación

SemilladeRrao Zapalloenocero

1kdas21días

‘I‘GEOSenensayo

coágulo

1716:3;16,76

sustancia SES!

59b959315,33

H
0S

zcoágulo
663:%Z68,19

ISde
coagulo

SdaI
solubili­

mg

1.8.N.

Semillade Zapallo

iempocero

7días

16,5216,51

Sgnillade Cartama

RgggigeraciónTiempocero 1%días 21días

Girasolienpocero

7días1kdías

Semillade Girasol

iempocero

7días1hdías



Semillade Tomate

Conelaeión

3.05«,00

332%

Semillade Lino

opocero

7das

97.596.5

Semillade Lino

gïempocoro7días1kdías

Semillade Cítricos Semillade Cítricos

7días1hdías

SemilladeSoja extraccinp oxtraccinp

OTiempocero

Tiempocero



TABLAl; - Valores de contenido en lisina disponible (3/ lbgÍN)

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

partida tracción (x) coágulo 'coág.
'. cong¿ refrig.

Semilla a b
zapallo 3,89 5,69 3,21 3,47 3,14 3.15

Semilla c
Cártama 1,77 0,70 2,75 3,18 3,08 -­
Semilla
girasol 3,21 3,94 2,74 3,31 _— -_

Semilla d

Semilla
coco parag.-- —- 4,51 4,03 _- -­
Semilla
tomate 6,59 8,55 3,90 4,11 _- _­

Semilla 5,64; 6.46; 6,67;

Semilla
lino (hex.)4,17 3,70 3,86 —- -- -­
Semilla
lino (g) 4,42 4,02 3,52 -- -_ -­

(x) - lavados con agua a pH isoeléctrico, con etanol 96%
y sacados a 45° (vacio)

(xx)- fracciones insolubles de las determinaciones de ISN
sobre "aislados" purificados según (x).

mH¡on‘ecrp

l

- coágulo preservado 7 días
- coágulo preservado 14 días
- coágulo recién obtenido

fracción insoluble en la determinación a pH 6,0
- correspondiente a la extracción a pH7,0
- correspondiente a la extracción a pH10,0
- agotada por hexano y por mezcla CH3OH:C13CH:H20



Tabla li —¿seites de semilla.de soja - Características
fisicoguímicas

Cerrillos Halesoy Clarkw a 2;
Semilla (peso/H1) (Kg) 68,2 65,8 66,7
Semilla (peso medio grano)(g) 0,22 0,15 0,21
Humedaden semilla fi 8,28 8,13 8,08
Aceite fi semilla tal cual 17,66 17,87 19,65

-1 Aceite fi semilla seca 19,25 19,45 21,37
Densidad relativa (25/40) 0,9130 0,9137 0,9185
Indice de refracción (25°) 1,4722 1,4725 1,4728
Indice de saponificación 185,1 186,3 190,2
N° de acidez (mg KOH/g) 2,04 2,63 1,84

Indice de yodo (WiJs) 130,9 134,4 131,8
Insaponificable fi 2,59 4,47 2,73
Ind. yodo insaponificable 78,4 57,1 64,5

; Tocoferoles totales (mgfi g) 72,0 69,7 79,8
Esteroles totales (mg% 8) 359,9 439,9 376,2



TABLA12 - ¿gaitas de gggilla de soja de proggcción nacional
{Los Cerrillos, Salta) - Composicionesacidicgg_
(fi de ácidos totales)

Cerrillos Halesoy Clark
Mi .7; é;

¿g¿g 14,3 12,0 12,3
15=_° 3.2 3.4 3,9

¿Q¿1 21,1 19,7 24,9
¿g¿g 54,4 56,2 52,7
18¿3 7,0 8,7 6,2

En todos los aceites rastros de 12:0 , 14:0 , 17:0 y 11:1

TABLA¿g - Aceites de semilla de soja - Comgosición
en Esteroles (fi de esteroles totales)

Esterol Cerrillos Halesoy Clark Tr/Tr col.
12.6.5 a 9.3.

? 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¿1 - “Aislaggsu proteicos de harina de semilla de
soja (macro extracciones) - Valores de compo­
sición y de reggimiento

ai

pH 7,0 pH 10,0

Rendimiento (fi de harina tal cual) 27.5 33,9
Pérdida a 100° (vacío) 5,01 3,65
Cenizas % (500 -550°) 0:58 0.79
N total (Kjeldahl) 963.5.3. 15,35 15,20
"Proteina bruta" %s.s.s. libre de cenizas 96,51 95,23

41 'Lisina disponible ( g/ 16 g N) 6,22 6,51
Fósforo total (como P) % 0,26 0,31
Fósfore de ácido fítico (como P) fi 0,12 0,16

Lípidos residuales asociados % 0,86 0,94
I.S.N. 33,2 47.5

3



TABLA¿8 - Lipidos extraídos de "aislados" de harina de
semilla de soja (pH 7,0 y 10,0) por etanol 96%
Valores de rendimiento y de características de

comEosición
pH 7,0 pH 10,0

Rendimiento (% "aislado" purificada , 2,86 3,42
seco a 45°)

Indice de saponificación 209,9 203,1

Indice de yodo (Wijs) 92,6 91,9

Número de acidez (mg KOH/ g) 51,3 49,8

Insaponificable total (éter etílico) 5,10 3,74

Indice de yodo insaponificable (Rose- 70,9 76,4
mund)

Acidos totales fl (por saponificación) 58,4 64,2

Fósforo lipídico (como P % lípidos) 1,20 1,74

TABLA¿g - Comgosición general de la semilla de cártamo
var. Gila - (Valores en base seca)

Cenizas N total Proteína Aceite Fibra
% (N x 6,25) % cruda

%

Semilla
entera 3,20 2,88 18,00 38,62 40,50

Cáscara- 2,49 0,93 5,81 5,49 -­

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



Figgra l : Croma­
tografía gas- lí­

fl quido de los éste­
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¡3' a; ácidos totales de
¿é *“ l lípidos extraídos

I; por mezcla ternaria
(Cl3CH:CH3OH:HgO)
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Figgra 2 : Croma­
tografía gas-líqui­

1 do de los ésteres
1 ' metílicos de los
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Figgra 1 : Croma­
u 3? tografía gas-líqui­
I Z do de loa ésterea

“ metílicoa de los
g ácidos totales de
‘1 la fracción de ota­

nolaminafosfolípi­
¡ 9 dos (EFL) del frac­

_‘ í: 2' l cionamiento de los
¿ 7?]: “ Q; lípidos extraídos
fi tai“ q f} por mezcla ternaria
fi Q . E i ¿H Cl3CH:CH30H:HgO a.12; ¿áf , partir de harina de
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Figgra g : Cro­
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líquido de los
ésterqs metíli­
cos de los áci­
dos totales de
la fracción de x
presuntos gli­
colipidoa (GLl?)
del fracciona­
miento de los 11­
fiidoe extraídos
por la mezcla ter­
naria 013CH:CH3ÓH:
H20 a partir de
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fía gas-líquido de los
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los ácidos totales de
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los lípidos extraídos
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C13CH2CH30H:H20a par­tir de harina de se­
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Figgra g : Croma­
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rea metílicoe de
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Figgra ig: Cromatogra­
fía gas-liquido de los
dimetilacetales de las
fracciones aldehidoge­
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ca delgada de lípidos
aislados por mezcla
Cl3CH:CH3OÉ:H20a par­tir de harina de semi­
lla de lino agotada'
por hexano (Las cifras
indican tiempos de re­
tención medidos en cm
a partir de la elución
del solvente).
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Figgra'lgz Cromato­
grafía gas-liquido
de los dimetilace­
tales hidrogenados
de compuestos alde­
hidogénicos de las
fracciones de LN+
CFL+EFLde lípidos
extraídos por mez­
cla Cl3CH:CH-3OH:HQO
a partir de harina
de semilla de lino
agotada por hexano.
(Las cifras indican
tiempos de retención
medidos en cm a par­
tir de la elución
del solvente).

Figgra lg: Cromatografía
gas-liquido de los dime­
tilacetales de las frac­
ciones aldehidogfinicae
correspondientes a eta­
nolaminafosfolipidos (EFL)
separadas en placa del­
gada de lípidos aislados
por mezcla Cl3CH:CH3OH:H20
a partir de harina de se­
milla de lino agotada por
hexano. (Las cifras indi­
can los tiempos de reten­
ción medidos en cm a par­
tir de la elución del sol­
vente).
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Figgra lg: "Aislado"pro_
teico purificada de se­
milla de lino (lavado
por etanol y seco a 45°
en vacío) - Valores de
ISN a pH 6,0 y 7.0.
Operando sobre 2,5g de
"aislado"(Técnica AACC)
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Figgra ¿2: "Aislado"
proteico purificado
de semilla de lino
(lavado por etanol
y seco a 45° en va­
cío) - Valores de
ISN a pH 6,0; 7,0 y
8,0. Operando sobre
1,5g de "aislado"
(Técnica AACC).
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Figura 1_8: "Aislado"
proteico purificada
de semilla de cárta­
mo (lavado por etanol
y seco a 45° en vacio)
Valores de ISN entre
pH 5,8 y 7,9. Operando
sobre 5,03 de "aisla­
do" (Técnica AACC).

Figgra ¿1: "Ais­
lado" proteico
purificada de ee­
milla de lino
(lawado por eta­
nol y seco a 45°
en vacío). -Va­
lorea de ISN a
pH 6.0; 7,0; 7.5
y 8,0. Operando
sobre 5,03 de "ais­
lado" (Técnica
AACC).
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Figgra ¿2:"Aielado"
proteico purifica­
do de mezcla de ee­
millae cítricaa (la­
vado por etanol y
seco a 45° en vacío)
Valores de ISN en­
tre pH 6,0 y 8,0.
Operando sobre 2,5g
de "aislado" (Téc­
nica AACC).
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Figura21sAceitedesemilladesoja(var."CerrillosHG65")-Cromatografíagas-líquido

delafraccióndeesterolee.1:Tr/Trcol.o,80(?),2.colesterol,3:

campesterol,4stigmasterol,

5:sitosterol
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A modode introducción se presenta una revisión
de los aSpectoa funcionales de los alimentos y en par­
ticular, de la parte inherente a las proteinas que los
integran y de los diversos factores que más las influen­
cian, tanto aquellos que de ellas dependen, comode los
que surgen del medio o ambiente que componen. Esto úl­
timo configura,ta1 vez, el mayor inconveniente en la eva­
luación comparativa de las propiedades funcionales, dada
la gran variedad de caracteristicas fisicoquimicas y aún
biológicas de los distintos alimentos que pueden conte­
ner una mismamezcla de proteinas o una misma proteina.
De ahi la utilización de sistemas "modelo" con fines

comparativos o para determinar aplicaciones especificas
y su adecuación en proteinas nuevas o no tradicionales.

La experimentación realizada tuvo comofinalidad
principal, operandosobre "aislados" proteicos reciente­
mente floculados (al valor de pH de máximaprecipitación)
a partir de diapersiones alcalinas procedentes de harinas
de extracción de semillas oleaginosas, evidenciar en gguó­
llos la presencia de componentesiniciadores de procesos
de "pardeo no enzimático". Estos, de existir, podrian Jus­
tificar las tonalidades amarillo-pardas que esos_coágu—
los toman por secado en vacio a 40-450.

De la información bibliográfica recogida y de los
resultados logrados sobre nuevos "aislados? proteicos,
surge la existencia en todos ellos, de compuestoslipi­
dicos que se vinculan a la producción de componentes car­
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bonílicos o a la provisión de compuestos con agrupacioneso .
Se puede conjeturar:

l) - La existencia en los "aislados" recientemente flocu­
lados de lípidos de por si no intervinientes comotales
en procesos de "pardeo no enzimática" pero generadores
por autoxidación de compuestos carbonilicos o de estos
últimos por procesos de descomposición en medio acuoso
y acido.

2) - La existencia de compuestosoarbonílicos preexisten­
tes (azúcares reductores) que fundamentalmenteexisten
en los subproductos (harinas de extracción) de partida,
que podrán en este caso iniciar directamente procesos de
"pardeo no enzimática? (preferentemente durante el proce­
so de dispersión alcalina por adecuación deij y durante
el secado, por incremento de su concentración).

3) - Dentro de los componentes lipidicos deben conside­
rarse dos tipos de componentes generadores de compuestos
carbonílicos que no requieren autoxidación, a saber :
a) - Compuestos aldehidogenicos z comprenden los compues­

tos aldehidogánicos fosforados o plasmalógenos_y
los compuestos aldehidogénicos_noVfosforados..Am­
bos tipos generan“aldehídos superiores en medio acuo;
so y a pH acido. ñ

b) - Glicolipidos, corrientemente constituidos en vegeta­
les por galacto o digalactodiglicéridos. En medio
acuoso y ácido generan azúcares'reductores.
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4) - Las experiencias previas han probado que los mate­
riales lipídicos integrantes de coágulosproteicos res­
ponden a componentes en parte preexistentes y en parte
generados durante el proceso de obtención de los "ais­
lados“.

La mayorparte de esos lípidos se aislan por agota­
miento con etanol de 96%y consisten en gliceridos, fos­
folípidos (incluso plasmalógenos), componentesde insa­
ponificables (incluso esteroles) y ácidos grasos libres.
Estos últimos puedenrepresentar un porcentaje significa­
tivo de los lípidos totales y casi seguramente se generan
por saponificación durante el proceso de dispersión alca­
lina ( pH 9 - 10, 2 horas ). No es improbable la presencia
de glicolípidos y diglicéridos, estos últimos procedentes
de la descomposición de galactolipidos o de componentes
aldehidogenicos no fosforados en medio acuoso y ácido.

5) - El simple agotamiento por etanol de un "aislado" re­
cién floculado no elimina todos los lípidos presentes en
este último. Se ha podido confirmar la existencia de lí­
pidos llamados residuales , no extraíbles por etanol ,
íntimamenteasociados a la fracción proteica; Tales lípi­
dos cuya composición no ha sido establecida se manifies­
tan sometiendo los coágulos agotados por etanol a proce­
sos de saponificación drástica, seguidos de acidificación
(pH 4,0) y extracción por hexano. Los productos aisla­
dos están constituidos por ácidos grasos libres y com­



ponentes de insaponificables.

6) - Operandosobre semilla de lino oleaginoso se plani­
ficó una experimentación tendiente a evidenciar los ti­
pos de compuestos contaminantes de coágulos proteicos,
capaces de intervenir en procesos de "pardeo no enzimá­
tico". A tal fin se procedió a :

a) ­

b)­

Obtención de harina de extracción

Consistió en el agotamiento de la semilla finamente
molida con hexano técnico conteniendo BHT(ditarbu­
tilhidroxitolueno) comoantioxidante con el objeto
de prevenir autoxidación. Se llevó a cabo un estudio
del aceite crudo de extracción principalmente en su
composición acidica y en esteroles, por procesos de
CGL.

Obtención de harinas libres de lípiggsgpolares
La harina obtenida según a) se agotó en frío con
una mezcla solvente polar ternaria (Lyons - Lippert,

013CH20H3082H20)conteniendo también BHT. Se obtuvie­
ron lipidos que se estudiaron en su composición ací­
dica y que se fraccionaron por ácido silicico en capa
delgada, evidenciando la presencia de lisocolinafos­
folípidos, colinafosfolípidos, un fosfolípido Dra­
gandorff positivo con un corrimiento análogo a un
patrón da esfingpmielina, etanolaminafosfolipidos,
lípidos neutros y probablemente glicolipidos. Se es­
tudiaron las composiciones acídicas (CGL)de las
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fracciones mencionadas (excepto el fosfolípido Dra­
gsndorff positivo con un corrimiento análogo a un
patrón de esfingomielina) operando sobre esteros me­
tílicos de ácidos totales libres de insaponificable
en los casos de lípidos neutros, colinafosfolípidos
y etanolaminafosfolípidos (ósteres metílicos libres
de dimetilacetales).
Así mismooperando sobre lípidos polares totales y
sobre fracciones aisladas por fraccionamiento prepa­
rativo (sílica gel), se evidenció la presenoia de
componenteslipídicos aldehidogénicos a través de

los ensayos de coloración del reactivo Fucsina-SO2
y por CGLde los dimetilacetales obtenidos a partir
de los insaponificables separados de lípidos neutros,
colinafosfolípidos y etanolaminafosfolípidos.

7) - La separación de lípidos polares por el solvente
ternario (Lyons -Lippert) permitió el aislamiento de
una fracción no lipídica en la que se evidenció la presen­
cia de compuestosreductores frente al reactivo de Bertrand
(para determinar azúcares reductores) y de azúcares in­
vertibles. Entre los primeros y por cromatografía en plaw
ca delgada no fue posible identificar ningún azúcar re­
ductor; los azúcares invertibles revelaron estar consti­
tuídos solamente por sacarosa.

8) - El exámen de composición en hidratos de carbono de
la harina de semilla de lino (agotada por.hexano) reveló
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la presencia de azúcares reductores, no reductores e hi­
dratos de carbono sacarificables. Los primeros (en muy
baja proporción) estaban formados por glucosa, levulosa
y maltosa; los segundos por sacarosa, mientras que los
hidratos de carbonosacarificables estaban constituidos
por glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa.

Tanto los azúcares reductores comolos no reduc­
tores debieron haberse evidenciado también en la fracción
no lipidica del extracto de lípidos polares por mezcla
ternaria Lyons- Lippert. Esta sólo acusó la presencia de
sacarosa, atribuyendo la ausencia de maltosa, glucosa y
levulosa a procesos de“pardeo no enzimática" ocurridos
durante la concentración del extracto por interacción con
etanolaminafoefolipidos.

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 vacio ("aislado" en forma de polvo blan­
co, inodoro e insipido) a fin de obserVar desarrollo de
“pardeo”. Consistieron en :

a) - Probable influencia de esteres de ácidos polietile­
nicos en ausencia de agua. La incorporación en solu­
ción alcohólica de éstos seguida de calentamiento y
destilación del solvente no produjo “pardeo”.

b) - La mismaexperiencia operada en presencia de agua
condujo por secado final a "pardeo" y cambio de tex­
tura (escamas).



o) - La influencia de lípidos polares (extraídos por mez­
cla ternaria) en presencia de agua , calentamiento
y secado intensificó el pardeo y el cambio de tex­
tura.

d) - El tratamiento simple por agregado de agua , calenta­
miento a seco a 50° (vacío) produjo "pardeo" y cambio
de textura.

En conclusión estas experiencias señalaron que los
lipidos'en ausencia de agua no proveerian "pardeo", inter­
‘pretándose que ello se debe a la imposibilidad de interac­
ción entre compuestos carbonílicos (de autoxidación, gene­
rados por descomposición de plasmalógenos o azúcares re­
ductores) y proteinas en ausencia de un solvente que la
posibilite.

10) -Se concluye que todo proceso que elimine el agua en
forma rápida de un coágulo proteico o que la inmovilice
evitaría el desarrollo de "pardeo no enzimático", aun en
presencia de iniciadores de los mismos. Por ello el pro­
ceso industrialmente usado ("spray") se ha impuesto (eli­
minación muyrápida del contenido acuosa). Igualmente,
la liofilización que inmoviliza el agua por.conge1ación
rápida y luego 1a elimina por sublimación (sin pasar por
el estado liquido).

La experimentación realizada en este trabajo con
numerosos coágulos obtenidos a pH isoeléctrico (contenien­
do todos sus lípidos), congelados en forma lenta (-156)
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mostró ausencia de "pardeo" en lapsos de hasta 21 dias.
Igualmente y desde que los procesos de "pardeo no enzima­
tico" se inhiben notoriamente por disminución de 1a tem­
peratura de estacionamiento, se logró por enfriamiento a
8-lO° preservar coágulos proteicos obtenidos a pH isoelóc­
trico por lapsos de hasta 15 dias sin "pardeo".

Finalmente la obtención de "aislados" bajo forma
de polvos finos, blancos, inodoros e insipidos por agota­
miento de coágulos (obtenidos a pHisoeléctrico) con eta­
nol de 96%obedece no solo a la extracción de la mayor
parte de lípidos retenidos por los coágulos sino, muyes­
pecialmente a la eliminación del agua contenida en los
¡[1811108.

ll) -La presunción de que el agotamiento por hexano y por
mezcla ternaria Lyons-Lippert conduciría a una harina
exenta de lípidos, capaz de producir "aislados" protei­
cos que pudiesen secarse a 45° sin "pardeo" no se vio con­
firmada (la harina mostró contener lípidos residuales que.
se evidenciaron luego de un proceso de saponificación
drástica). E1"aislado" pardeó por secado en esas condi­
ciones. La harina así agotada fue estudiada en su composi­
ción y el "aislado" obtenido por el método tradicional
(dispersión alcalina) observó un rendimiento significati­
vamente menor al registrado operando sobre harinas agota­
das por hexano. Diversos ensayos incorporando durante la
dispersión lípidos polares y demás componentesextraídos
por la mezcla ternaria de solventes, no aumentaron ese va­
lor de rendimiento, por lo que se concluyó que el trata­
miento habia provocado un serio proceso de desnaturalización.
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En otro orden de finalidades este trabajo compren­
dió la apreciación de valores de índice de solubilidad de
nitrógeno (ISN), comoparámetro de evaluación degpropie­
dades funcionales de diversos "aislados" proteicos.

Se pudo establecer z

l) - "Aislados" purificaggs con etanol 96%y secos
a 45° en vacio

Se determinaron valores de ISN de diversos "aislados"
proteicos tales como: "aislados" de semilla de lino, ca­
seína industrial, caprecipitados de "aislados" de lino con
4Ó%de caseína, "aislados" de semillas de cártamo, girasol,
coco paraguayo, zapallo, tomate, mezcla de semillas de fru­
tos cítricos, de pepa de carozo de damasco sometido o nó
a cocción y de "aislados" de semilla de soja extraídos a
pH 7,0 y 10,0.

Los valores obtenidos para los distintos "aislados"
resultaron muyvariables, concluyendo que los procesos de
obtención 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
ción y las caracteristicas prOpias del "aislado" se tra­
ducen en comportamientosfuncionales distintos.

En el caso de "aislados" de semilla de lino, cár­
tamo y mezcla de semillas de frutos cítricos se estudió
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 cártamo
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y cítricos, no asi 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 cártamo se Operó con distintas concentraciones
de "aislado" en el ensayo de ISN. Los resultados indica­
ron mayores valores de ISN al disminuir la concentración
para lino y cártamo y muyparejos para zapallo y caseina.
Este comportamientofrente a la concentración de "aisla­
do" en la experiencia, fue acorde con los trabajos de o­
tros investigadores.

2) - "Aislados" proteicos no sometidos a deshidratación

Afin de estudiar los valores de ISN de "aislados"

no sometidos a deshidratación, se obtuvieron coágulos la­
vados con agua a pH isoeléctrico determinando la diaper­
sibilidad acuosa de los mismosrecién obtenidos y luego de
su preservación por enfriamiento o por congelación en lap­
sos de hasta 21 díase

Los "aislados" estudiados fueron los de semilla de

lino, semillas de frutos citricos, soja, zapallo, tomate,
cártamo y girasol. Los "aislados" de semilla de lino,ci­
tricos y girasol registraron los mayoresvalores, el de
lino tanto a tiempo cero comoen los ensayos de refrige­
ración durante 7 dias y por congelación durante 14 días;
el de semillas citricas observó un valor máximoen el
coágulo recién obtenido y una discreta disminución en los
ensayos por refrigeración y por congelación. En el caso
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de los "aislados" de girasol se observó una ligera dismi­
nución en los coágulos congelados.

Los "aislados" de semilla de zapallo, cártamo y to­
mate observaron significativas disminuciones de los valo­
res de ISN en ensayos por congelación y refrigeración.

Estas experiencias indicaron que la aplicación de
los procesos de preservación de "aislados" proteicos con­
teniendo sus lípidos y el agua retenida a pHisoelóctrico
luego de centrifugar a la velocidad elegida, son de utili­
dad en la preservación sin alteración 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 experimentación en
ensayos por enfriamiento (8-100) en periodos de hasta 21
días se observó deterioro de los coágulos a causa de la pro­
liferación de hongos, en la mayoría de los casos; en cam­
bio los'ensayos por congelación resultaron exentos de e­
sas alteraciones.

Se consideró de interés la evaluación de valores de
lisina disponible tanto en los subproductos comoen "ais­
lados" (purificados por etanol y secos a 45° en vacio),
subproductos agotados (por extracción alcalina) y sobre
insolubles resultantes de las determinaciones de ISN,
estos últimos procedentes de "aislados" purificados (la­
vados por etanol y secos a 45°), de coágulos a pH iso­
eléctrico congelados y de coágulos a pHisoeléctrico pre­
servados por refrigeración. Se operó sobre zapallo, cárta­
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mo, girasol, cítricos, coco paraguayo, tomate, soja y lino.
Se pudo establecer:

l) - Los valores de lisina disponible fueron superiores
en los residuos agotados por dispersión alcalina en los ca­
sos de zapallo, girasol, cítricos y tomate ; similares pa­
ra soja y menores para cártamo y lino respecto de los con­
tenidos de las harinas de partida correspondientes.

2) - Los "aislados" purificados (agotados por etanol, se­
cos a 45°) observaron valores ligeramente inferiores de li­
sina disponible en los casos de lino, zapallo y girasol ;
cifras menoresde mayorsignificación para cítricos y tona­
te y similares para soja respecto de los valores de las ha­
rinas de partida correSpondientes. El "aislado" de cártamo
resultó con un contenido en lisina disponible significati­
vamente superior a los observados para la harina de parti­
da y residuo agotado.

3) - La mayoría de los "aislados" purificadou 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, cártamo, girasol, cítrico y tomate).
En cambio resultó ser ligeramente superior en el "aislado"
de coco paraguayo y del mismo orden en el caso de soja.

4) - Las pocas determinaciones efectuadas sobre fracciones
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insolubles en ios ensayos de ISN sobre coágulos congela­
dos o refrigerados no mostraron comportamientos diferen­
tes respecto de los coágulos agotados por etanol.

Las experiencias sobre "aislados" de semilla inte­
gral de soja obligaron a 1a obtención de harinas por ago­
tamiento con hexano técnico de grano molido de las varie­

dades : "Cerrillos w-65", "Halesol 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, composicionesacidi­
'cas (CGL)y de las fracciones de esteroles.

No se observaron cifras de composición 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 fi g). Asi mismo se informa que la com­
posición de la fracción de esteroles de estos aceites nos­
tró comocomponenteprincipal 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 contenían colesterol en el
orden de rastros, si bien en la var. "Cerrillos w-65" se
registro un valor de 0,4%sobre esteroles totales.

Un estudio similar sobre la composición en este­
roles de aceite de semilla de lino mostró : sitosterol
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(60.3%). cupesterol (26.3%). stismaeterol (1.2%) .A 5­
avenasterol ? (9,5%) y 2 componentesno identificados con
valores de Tr/Tr col. 0,66 y 0,80 (0,7 y 2,0% respectiva­
mente). La presencia de ¿5 5-avenasterol en aceite de lino
(ausente en aceite de soja) señala un cambio para la inves­
tigación del primero en mezclas con aceite de soja.

2) - Las harinas de extracción mostraron valores de
composición general muysimilares razón por la cual se
mezclaron íntimamente. La harina mezcla contenía 50,7%
de "proteina bruta" sobre sustancia seca, valor algo in­
ferior al ámbito observado en literatura (53,5 - 56,2%),
atribuible a la presencia de cáscara en el producto estu­
diado. Consecuentemente se observó mayor contenido en fi­
bra (5,l%) y valores dentro de los extremos señalados en
literatura para lisina total (6,51 g/ 16 g N, para lisi­
na disponible).

3) - Por diSpersión alcalina y floculación a pHisoeléc­
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 a peso constante
a 45° (vacío) obteniendo polvos blancos, inodoros e insi­
pidos. Ambos"aislados" se estudiaron en su composición
general, observando valores muysimilares para todas las
determinaciones excepto cifras ligeramente superiores pa­
ra rendimiento, a partir de extractivo a pH10,0 y valo­
res sensiblemente superiores de ISN para ese mismo"ais­
lado" respecto del procedente de extractivo a pH7,0.



Se informan valores de rendimiento en lípidos
extraídos por etanol y en lípidos residuales así como
características fisicoquimicas y composicionesacídicas
de ambasfracciones lipídicas.
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