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PARTE I

INTRODUCCION

soja. Características.Proteínas de semilla de girasol y de

Calidad de las proteinas.

Compuestospolifenólicos que ocurren en 1a semilla de girasol.
a.Factores antinutricionales y no digeribles de la soj

Aislamiento de proteínas blancas a partir de harina de girasol.
Antecedentes.

Consideraciones en la complementación del patrón de aminoácidos

esenciales de la proteína de girasol con proteina de soja y

con proteína de leche descremada.



1) Proteínas ge semilla ge girasol y de soja, Caracteristicas.
calidad de las groteiggs

Uno de los problemas más importantes de la alimentación del

nombre es el de asegurar adecuadamente las necesidades de energia

y proteinas. Un alto porcentaje de la población mundial está sub

alimentado, de ahi que la mayoria de los paises realicen esfuer
zos en vistas a reducir ese deficit.

Comouna alternativa se ha centrado la mayor atención en las

cosechas de oleaginosas y de algunas leguminosas y una parte sig
nificativa de esa atención se ha.encausado hacia la concentración

y aislamiento de sus proteínas.
Comoresultado de una labor intensiva durante esta última

década, los concentrados y "aislados" proteicos de ¿915, son ac

tualmente productos comercializables que, de acuerdo a los adelan

tos tecnológicos, están ganando aceptación comoingredientes para

alimentos en razón de sus propiedades funcionales y nutricionales.

Detodas las semillas de oleaginosas, la de girasol, utiliza

da casi.e{clusizamente por su aceite (1) presenta un interés par
ticular hacia la obtención de concentrados y "aislados".proteíni—

cos con destino a la alimentación humana. Aunque la producción

total de proteina es relativamente pequeña, menosdel 10%del
"achene" (semilla del comercio), la harina libre de aceite llega

a rendir H0 - k5 fl de proteina de relativamente buena calidad nu
tricional. i

Actualmenteen varios;a15es, las tortas o "expellers" de gi

¿gggl se utilizan fundamentalmentepara la alimentación animal.(2)
La producción argentina de girasol promedió durante los úl



timos cinco años 980.000 toneladas/año.

Prácticamente el 10 %de la harina se utiliza en la elabora

ción de alimentos balanceados para animales y el resto se exporta

(35, siendo la producción correspondiente a la cosecha total del

pais en el periodo 1978/1979 de 1.430.000 toneladas.

Con respecto al poroto de 5213 se señala que la producción mun

dial (4) correspondiente a la campaña1979/1980 ascendería a 89

millones de toneladas. Los Estados Unidos de Norteamérica, su

principal productor, aportaria más del 60 %del total. Los países
del cono sur (Brasil, Argentina y Paraguay) también incrementarian

su producción, totalizando unos 18 - 19 millones de toneladas.

La mayor demanda de esta leguminosa, en razón de su alto va

lor proteico, se debe a su insumo creciente en alimentos para ani

males (productos balanceados) y en alimentación humana(aceite,

harina, etc.).
En los programas agricolas en relación a oleaginosas y legu

minosas se pone actualmente énfasis en el desarrollo de líneas de

más alto rendimiento y/o mejor patrón de aminoácidos esenciales

de sus proteinas.

Durante la campaña agricola 1978/1979 1a producción de soja

en el país llegó a 3.700.000 toneladas. Esto significó un aumen

del 48 %respecto del volumen cosechado en el periodo anterior,

siendo el principal productor la provincia de Santa Fé y Córdo

ba en Segundo lugar. El incremento de la producción en la provin

cia de BuenosAires la coloca entre las tres primeras, reuniendo

en conjunto el 90 %de la producción total del país (5).

No hay duda que como oleaginosa el girasol cuenta con el pri

vilegio de ofrecer a la par que un alto rendimiento, un aceite



comestible de color claro, estable y de excelente composición áci

dica; mientras que contrariamente la ¿gig (esencialmente leguni
nosa) muestra relativamente bajo rendimiento en aceite, el que

ofrece problemas de estabilidad frente al estacionamiento y a de
terminadosusos (fritura).

Por otra parte las harinas respectivas resultantes de la se
paración de los aceites, son fuentes económicas de proteínas en

el mundoy es posible que continuen siéndolo.

No obstante los concentrados proteínicos de semillas de olea

ginosas y leguminosas en general producidos hasta el presente

(incluyendo 5215), no siempre satisfacen plenamente los gustos
de las poblaciones necesitadas, tal comosurge de las campañas

llevadas a cabo en regiones en desarrollo. La dificultad tiene que

ver con 1a poca "aceptabilidad" que le dispensa la población

en general, estando ello relacionado a características fisicas y
funcionales que todavía exigen mayores investigaciones.

Problemas de otra índole son los inherentes a la presencia

de ciertos compuestosperjudiciales para la salud: factores an
tinutricionales (antienzimas, ácido fítico), compuestospoli
fenólicos y materiales no digeribles que ocasionan transtornos in
testinales.

En varios trabajos se señala que las semillas descascaradas

de girasol son de sabor dulce y elevado valor nutricional (ó).
Mitchell y colaboradores (1) hicieron referencia a la alta di
gestibilidad (94,3 %) y buen valor biológico de la proteína (64,5)

de la harina de girasol (obtenida por extracción con solvente a
. otemperatura no superior a 95 ).



Por esa misma época, Grau y Almguist (8) en base a resulta

dos logrados con animales de experimentación, la señalaron como

"una fuente completa de aminoácidos para el crecimiento de pollos

Jóvenes, cuando eran alimentados a un nivel del 20 fl de proteina
en la dieta".

Block y Bolling (9) también proporcionaron datos sobre di

gestibilidad "in vitro" y valores de aminoácidosde proteinas

de girasol mostrando, por comparación con las proteinas de leva

duras, su menor contenido en lisina pero mayor riqueza en amino

ácidos azufrados. Prácticamente a las mismasconclusiones llega

ron Mc. Ginnis y colaboradores (10) al señalar a la lisina como

principal aminoácidodeficitario en proteinas de harina de gira
sol, no requiriendo en cambio suplementación adicional de metio

nina cuando la dieta se suministraba a pollos en crecimiento.

Los resultados obtenidos por Milner, Hubbardy Wicle (ii),

al examinar diferentes variedades de semilla de girasol, mostra

ron un ámbito de contenido en proteinas ( nitrógeno x 6,25) de
18 a 21 í y de 27 a 31 fl en aceite, valores que por descascara

do previo (39 - H6 % de cáscara) oscilaron entre 29 a 32 % y M7

a 53 %respectivamente. Las harinas provenientes de semilla des

cascarada constituyeron verdaderos concentrados proteinicos (57 

7h %de proteinas) (nitrógeno x 6,25) (12).
Las publicaciones posteriores,hasta el presente (4) (42)

(13) (14) (15) muestran valores de composición y nutritivo den

tro del orden de los ya señalados.

En contraste con 1a mayorflade las semillas de oleaginosas

y leguminosas, la pepa de semilla de girasol aparentemente no



contiene sustancias tóxicas o antinutricionales o lo estarian en

mínimas proporciones (se señala una débil actividad de algún in

hibidor de tri-psina) (15) (fi).
Los pueblos de varios países productores las ingieren sin

cocción u otro procesado previo (Rusia, Polonia, Rumania).

Sin embargo, otros problemas existen en el procesado de es
ta semilla. Unoestá'relacionado con el método de extracción del

aceite usado por la industria aceitera, una combinaciónde pren

sa - tornillo y extracción por solvente. La harina industrial
("lex") procede de un tratamiento de la "pepa industrial" a la

que previamente se sometió a limpieza, descascarado parcial y se

cado rápido (80 - 90°), calentamiento a 105 - 108° por 25 minutos,

pasajes por prensas a tornillo de donde emerge el "expeller" a

unos 100o y enfriamiento rápido a 40°. En razón del alto conte

nido en aceite del endospermo (pepa) el prensado no puede ser

realizado a menosque esté presente un cierto porcentaje de cás

cara (10 - 15 %). Se extrae luego con hexano técnico (extracción

continua) y la harina resultante ("lex") se seca durante 20
minutos (100 - 105°) y se deja enfriar a temperatura ambiente (11).

La presencia de cáscara da porosidad a la torta y facilita
la extracción del aceite por solvente. Consecuentementela hari

na agotada contiene muyalto porcentaje de fibra cruda (16 - 17 %)

lo cual limita su uso directo en la industria alimentaria, espe
cialmente en dietas para niños.

Otro problema importante es el alto contenido en ácido clo

rogénico y compuestospolifenólicos relacionados que ocurren natu
ralmente en la semilla. Bajo ciertas condiciones (medio alcalino, pH



superior a 7,5 y presencia de oxígeno) estos compuestos polifenó

licos se oxidan a quinonas resultando productos de color verde

intenso, comoconsecuencia de su unión covalente a proteínas, li

mitando sus posibilidades de utilización en la industria alimenta
ria.

Frente a los inconvenientes planteados y teniendo en cuenta

que la harina de semilla de girasol descascarada total o parcial
mente, ofrece posibilidades de uso directo en mezclas con otras

fuentes proteínicas, se abandonaron temporariamente los intentos

de eliminación de ácidos clorogénicos y en consecuencia el aisla

miento de sus proteinas a partir de la harina a través del mé

todo clásico de extracción en medio alcalino y precipitación en
medio ácido.

El hecho de que el factor limitante en el aprovechamiento de

las proteinas de girasol sea la lisina, comprobadoa través de
numerosas experiencias de índole quimica y biológica, ofrece el

interés de su suplementación conveniente con proteinas animales

(carne, leche, pescado) u otras de origen vegetal (sola) defici
tarias en metionina pero ricas en lisina (Z) (16).

Dependiendode la variedad, la semilla de ¿gig madura contie
ne 34 - 39 % de proteína de buena calidad nutricional y 14 - 25 %

de aceite, características que han ejercido influencia sobre su

historia en la alimentación (48) (19). Esta revela que la ¿gig
ha sido siempre un alimento importante en la dieta de los pueblos

de Asia. Sólo más recientemente la sgja ha sido incorporada como

alimento comercializable para occidente y el hecho de que sus com

ponentes principales (proteinas y aceite) incrementen su producción

y‘consumo actual deriva del mayor conocimiento de su composición y de



las modernas técnicas de nrocesado.

La alta calidad de las nroteinas de ¿gig (harina; NPU7“,
ratas) (20) ha sido confirmada a través de un gran número de en

sayos de alimentación en animales y en humanos, de ahi que a es“

te leguminosa se la Considere como una de las fuentes más atrac

tivas en la mejora de otras fuentes de proteinas en el mundo ( OJ
s en lisina) (10) (24) (22).0cereales, particularmedte dericitari

Los valores mencionados se logran cuando la harina o producto de

¿213 han sido adecuadamente tratados por calor (destrucción de
factores que inhiben la actividad proteolitiea de enzimas diges
tivos y mejoranla dí7estíbilidac de sus proteinas).

2) Qogpgesgosoolifególicos oue ocurreg eg la semillg de gigasgl,

F 'ore a i utric og¿¿es y go digeribles de lá sojg

Se había señalado que uno de los nroblemas que presentan las

semillas de oleaginosas y de leguminosas es la presencia de com

puestosíque son perjudiCiales nara la salud.
Eáfvalor nutritivo de las orateínas (particularmente dispo

nibilidad de sus restos lisina) puede verse afectado en forma ad
versa por la reacción de estas ccn productos de oxidación (quinc

nas) de comouestos poliïenñ feos que está: presentes en la mis

ma planta. Recientemente (13) Con motivo-cel creciente interés

comercial en la preparación de concentrados de proteinas de hojas

y en base a estudios relevantes sobre materiales similares (semi

llas de leguminosas, de virusol. ÉOJBSde tabaco f de frutas) (azü
(2“) (25) se observó la a ción adversa de polifenoloxidasas duran

te el estacionamiento prolougucñ de estos vegetales en aerobiosis



y a temperatura ambiente (reacciones dé browning enzimático resul
tantes de copulación de ácidos clorogénicos con grupos tioles de

cistina y grupos íí- aminode lisina),señalando la atencióh que
debiera prestarse a materiales ricos en proteínas, particularmen
te cuandosu contenido en lisina es critico, por los efectos de

sistemas polifenol - phlifenoloxidasa presentes en ellos. .
Paralelamente y con motivo de los primeros aislanientos de

proteinas de semilla de girasol que rendian productos intensamen

te coloreados, se condujeron estudios de aislamiento, identifica
ción y evaluación de los componentes causantes (ácidos clorogéni

cos) (ll), asociando estos resultados a la reacción producida en
tre quinonas (productos de oxidación de ácidos polifenólicos) y

proteínas, durante la etapa ¿e dispersión alcalina (pH7,5 o su
perior) (condensación covalente y polimerización).

Desdeel punto de vista tecnológico, las interacciones de
los ácidos clorogénicos y sus productos de oxidación con proteí

nas en_medioalcalino, fueron el motivo de una serie continuada

de trabajos fundamentalmentededicados al logro de"aislados" pro
teic0s blancos (¡1) (16) (ÍSÓ (2%)

Varios investigadores han notado la interferencia que produ
cen los compuestospolifenólicos (ácidos clorogénicos) ocurrentes

en ciertos vegetales en el aislamiento de enzimas (ureasa, fosfa

tasas, fosforilasas,{5- glucosidasa, etc). La literatura también
hace referencia a la inhibición de 1a ureasa por ciertos compues

tos polifenólicos señalando su prevención por compuestos tiólicos.
Existen evidencias de que realmente los inhibidores eran quino

nas y que aún trazas de estas tenian efecto significativo. (la).
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nales al ácido fitico, Los granos de cereales y las semillas de

oleaginosas y leguminosas son particularmente sus fuentes más
ricas.

El ácido fitico, en su ocurrencia natural comocomplejo fi

tato - mineral - proteinadiggiggzgla digestibilidad del zinc,
hierro, manganeso, calcio, cobalto y magnesio (31) en la dieta

y aunque la mayoria de los estudios han sido hechos con animales

(ratas), se ha probado que interfiere en la absorción del calcio

y del hierro en el hombre (33).

La mayor parte de estos efectos se observaron en dietas con

teniendo "aislados" proteicos de sola (33) (3?).
En general los "aislados" y concentrados proteicos de fuentes

vegetales (lino, girasol, sésamo) se enriquecen en este componen
te en relación al producto o harina de partida, pudiendo ofrecer

los mismosinconvenientes que los de soja, sólo que esta última
ha sido más estudiada hasta el presente (21).

3) Aislamiento de proteinas blancas a partir de semilla de girasol.
Antecedentes.

El contenido total de compuestospolifenólicos (ácidos clo

rogénicos y compuestos relacionados) de la harina desgrasada de

girasol está alrededor del 2.4 %.
La semilla descascarada, al igual que la harina industrial

resultante de la extracción del aceite ("lex") y los concentra

dos proteicos, presentan color prácticamente blanco, no obstan
te cuando se incorporan a productos de horneado, esos compuestos

fenólicos contribuyen a su oscurecimiento.



Unode los problemas en la obtención de"aislados"proteicon

a partir de la harina por el métodotradicional de extracción al

calina seguida de precipitación en medioácido a pHisoeléctrico,

Q8 el dósarrollo de color verde intenso, que comoya se señaló

anteriormente, sería la consecuencia de la oxidación de los áci

dos clorogénicos que quedarían irreversiblemente ligados a la pro

teína. El color del producto final limitaría su aplicación en la
industria alimentaria.

Después de los estudios realizados por Smith y Johnsen (31),

un nuevo acercamiento al problema se repite con los trabajos de

Sosulski y Bakal (38). Sus objetivos fueron observar los rendimien

tos de la dispersión de material nitrogenado en distintos medios

y las características de los concentrados proteicos logrados a

partir de harinas de semilla de girasol, lino, nabo, comparativa

mente con los de ggjg. En los casos de girasol y sola, partieron
de semilla totalmente descascarada, Operandola extracción de los

aceites a temperatura ambiente ( hexano normal) en mezcladora y

desolventizando las harinas en vacio (45o a fin de reducir al

minimola desnaturalización de las proteinas (en particular no
afectar su solubilidad). Estas últimas fueron dispersadas a tra
vés de una serie consecutiva de solventes (agua destilada, solu

ción de cloruro de sodio al 5 %, etanol 70 % y solución de hi

dróxido de sodio al 0,2 %), y separadamente por el método indus

trial usado corrientemente para la extracción de la proteina de

3219 (dispersión en medio alcalina y precipitación ácida a pH
isoeléctrico). Los autores señalaron los mayoresniveles de ma

terial nitrogenado dispersado con 1a solución alcalina, adop
tando este último método comomás satisfactorio.



Los precipitados proteicos fueron lavados y liofilizados.

El rendimiento máximolo lograron para harina de girasol

(59 %, expresado como"aislado" porciento de harina de partida),
siendo su contenido en nitrógeno el 14 K. No obstante, la protei

na aislada resultó intensamente coloreada en verde, no asi la de

¿gig (color arena).
Una de las contribuciones para solucionar este aspecto fue

el trabajo de Gheyasuddiny colaboradores (39) quienes utilizaron

una solución acuosa de sulfito de sodio al 0,25 % (reductor) du

rante la extracción del material nitrogenado de la harina de gi
rasol, a pH 10,5 ; precipitando luego las proteínas con ácido

clohhïdrico a pH 5,0 (80%de la proteína extraída). El precipita

do fue lavado con agua y liofilizado.

Una alícuota del precipitado fue sometida a extracción con

solvente (isopropanol) antes del lavado acuoso y aunque casi blan

cohdespués del secado, todavía contenía compuestos que impartian

color a la proteína cuandoesta era puesta en solución alcalina

(pH mayor de 7.5).

La composición aminoacidica mostró un severo decrecimento
de cistina e incrementosnotables en leucina, tirosina y fenil
alanina, que los autores atribuyeron a pérdida por-solubilidad

en agua de fracciones proteícas no precipitables por ácido (pH
isoeléctrico).

Así se ensayaron diferentes solventes para la separación pre

via de los ácidos clorogénicos en la harina de girasol, adición
de cantidades convenientes de sustancias que contenían agrupacio

nes similares a las de la unión peptídica (polivinilpirrolidonas)
(formación de complejos por unión hidrógeno con los ácidos cloro



génicos.para su remoción a valores de pH convenientes), adición

de otros agentes reductores distintos del sulfito (tales comoas

corbatos o tioles durante la etapa de dispersión de las proteínas)
y dispersión de estas últimas a pHneutro en medios salinas. Si

bien estos caminospermitieron lograr "aislados" blancos, mostra

ron resultados no satisfactorios respecto de rendimientos ( muy

bajos) en 1a proteína final, mayor o menor grado de desnaturaliza

ción de las proteínas en la harina tratada por solventes polares

(etanol 70 %, metanol absoluto) lo que disminuia su extracción,

baja eficiencia protectora del ácido ascórbico e inconvenientes

en la adición de grandes cantidades de poliamidas y en su separa

ción del producto de reacción (no aconsejables para uso industrial) (12).

En una serie de trabajos posteriores presentados por Sosulski
y colaboradores (40) (44) se señala la eficacia de extracciones

por difusión y en.contracorriente de harina de girasol con distin
tos solventes (agua, ácido diluido o alcohol) y de semilla deseas

carada con solución ácida, para la remoción de ácidos clorogénicos

(5 o 6 etapas de extracción por difusión remueven el 90 % de di

chos principios). La extracción ácida diluída o acuosa a 80o mejo

ra la velocidad de extracción de éstos, pero incide desfavorable

mente en la pérdida de proteínas en dicho extractivo. Se obtuvie
ron 'concentrados proteicos (70 %de proteína comomínimo), pro

ductos blancos o ligeramente verdes, con relativamente bajos teno

res de ácidos clorogénicos (0,3 a 0,8 %del producto final).

Un muy importante punto, que se puede observar a lo largo de

todas estas tentativas, es el ajuste del valor del pHde dispersión.

Las experiencias mostraron que en medio acuoso con pH inferior a



7,5 no se observaba desarrollo de color verde por oxidación de áci

dos clorogénicos en forma irreversible. Surgió entonces comoca

mino ventajoso desde el punto de vista de la industrialización

de "aislados" proteicos (mínimo 90 %de proteinas en el producto

final), operar la dispersión del material nitrogenado directamen

te sobre el producto de la molienda de las pepas de girasol (semi
lla totalmente descascarada y conteniendo todo el aceite) en me

dio acuoso pH 7,0 - 7,5 (INTI). La separación de las tres fases

presentes (acuosa, aceitosa y residuo insoluble) se hizo por cen
trifugación, precipitando luego las proteínas en la fase acuosa
al valor de pHisoeléctrico (4,4 - 4,6), con ácido clorhídrico.
En el líquido sobrenadante de la precipitación, quedaban solu

bles la mayor parte de los ácidos clorogénicos y los azúcares con

tenidos en el material de partida. Las proteínas precipitadas,

una vez secas por "spray", resultaron de color blanco, con muyba

jos niveles de ácidos clorogénicos.

4) ggnsideraciqggs en la suplementación del patrón de aminoácidos
esenciales de la proteína de girasol con proteína de soja y

con proteina de leche descremada.
La literatura (4 ) (43) (44) (45),señala a la proteína de

harina de girasol comodeficitaria en lisina y en aminoácidos azu
frados totales. En ensayos de suplementaciónicon lisina y metio

nina, se mejora satisfactoriamente su calidad nutritiva (45). Con
carácter informativo, en un trabajo preliminar (42) se obtuvieron

valores para lisina y metionina disponible en "aislados" de pro

teínas de girasol, que comparados con los del patrón FAO(1973)



confirman la deficiencia ya señalada para lisina (3,0 g/ 16 g N
frente a 5,5 g/ 16 g N), pero con un contenido en azufrados to

tales sólo muyligeramente inferior al del patrón mencionado

(¿,3 gl 16 g N frente a 3.5 g/ 16 g N).

iïallester, Pak y col. en estudio comparativo de patrones
de aminoácidos esenciales de distintas harinas obtenidas de se

millas de oleaginosas, incluyendo 5213, observaron la deficiencia

en lisina para proteinas de girasol y un contenido superior al
del patrón FAO(1973) en azufrados totales (45).

Brad (Z) señala que las proteínas de girasol, deficientes
primariamente en lisina, tienen un patrón equilibrado en amino

ácidos esenciales con relación a otras oleaginosas y que su com

binación con proteinas de 5919, al igual que con las de origen

animal, llevaría a una mejora en su valor nutricional, teniendo

en cuenta la compensaciónde los.factores limitantes.

Los estudios de tipo nutricional (experimentos con ratas)

llevados a cabo en Chile con dietas a base de harina de girasol
suplementada con harina de pescado (rica en lisina) registraron
un aumentoen su calidad nutritiva practicamente similar al de
esta última. Paralelamente los ensayos de alimentación con niños

(2 a 7 años de edad) mostraron estadísticamente aumentos signi

ficativos en altura y peso corpora1(4H). I

Agren y Lieden (31) al considerar la composición aminoacídi

ca de los concentrados de girasol señalaron que,a excepción de
la deficiencia en lisina (primer aminoácidolimitante), era bien
equilibrada, siendo rica en metionmnay tripto:ano. Después de

la coagulación por calentamiento, dicha composición no había cam
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biado significativamente excepto una ligera disminución en lisina.

Conrelación a la suplementación de sus proteinas con las de

leche descremada, cabe señalar que las numerosas actividades de

investigación en distintos países, donde se han implementadosolu

ciones para el desarrollo de mezclas de alta calidad proteínica,
no existen diferencias sobre el particular hasta el presente.



PARTE II

DISCUSION DE LA PARTE EXPERIMENTAL
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Objetivosgy plan de trabajo

El valor potencial de la proteína de girasol para consumohu

mano está bien documentado.

Comomateria prima para la obtención de alimentos proteínicos

(concentrados y "aislados") la semilla de girasol constituye una
fuente importante y económica. En efecto los "expellers" y hari

nas (subproductosde la industria aceitera) revisten especial in
terés en nuestro país por ser esta oleaginosa la de mayordifusión

(rendimiento pronosticado para la cosecha 1979/1980: 1.600.000 to

neladas) y por su alto contenido en proteinas de buen valor nutri
tivo.

El presente trabajo se ha orientado esencialmente al estudio

de métodos de aislamiento de proteinas blancas a partir de harinas

de extracción de pepa industrial precisando rendimientos y princi

pales características de los "aislados" proteicos logrados.
El plan diseñado a los fines de suplementar dichas proteinas

con proteinas de soja o leche descremada incluyó los siguientes

pasos previos:
a) Estudio de composición general y de algunos compuestos parti

culares de las diferentes materias primas: "lex", harina de ex

tracción de pepa industrial y de pepa descascarada obtenidos

a partir de la pepa industrial de girasol Claboratorio).
b) Ensayar bajo distintas condiciones (pH, númerode extracciones,

temperatura, naturaleza de ácidos,etc) la remoción de la maior

parte de los compuestos clorogénicos a fin de lograr un material
de partida para la dispersión de las proteinas libre o practica
mente libre de dichos compuestosinterferentes y luego precipitar
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las proteínas en medio ácido ("aislado proteico blanco) y eva

luar porcentualmente la pérdida de material nitrogenado en di

cnos procedimientos.
Estudiar las condiciones óptimas de dispersión de proteínas

(pH, temperatura, númerode extracciones) sobre los materia

les anteriormente obtenidos (residuales de la separación de

ácidos clorogénicos) y determinar su rendimiento. Fijar el va

lor de pH de máximaprecipitación, operando sobre el material

nitrogenado dispersado en distintas condiciones.

Confrontar los resultados de acuerdo al procedimiento de mayor

rendimiento según b) y c) con los logrados por el método de ob

tención de proteínas blancas aisladas por extracción acuosa di

recta (pB 7,0) de la harina de pepa industrial y precipitación

a pHisoeléctrico en el extractivo (INTI)(42).

d) Efectuar un balance de distriblción del nitrógeno total, de áci
dos clorogénicos y de lisina disponible en los distintos pasos

y productos finales logrados en el proceso de obtención del"ais
lado" proteico.

e) Elegido el métodomás conveniente, resolver a escala de labora

f
v

torio, el aislamiento de proteínas blancas, su purificación
(lavados acuosos y etanólicos), determinar sus caracteristi
cas físicas y analíticas (nítrogeno total, cenizas, fósforo to
tal y de ácido fítico, calcio, hidratos de carbono totales, pér
dida a 100° , azufrados totales (aminogramas), lisina disponi

ble y ácidos clorogénicos remanentes).
Obtener a escala de laboratorio el"aislado" proteico de harina

de semilla de ¿gig descascarada (harina industrial cruda), es
tudiar su composicióngeneral determinándole: cenizas, pérdida
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por calentamiento a 100° , calcio, lisina disponible, azufrados

totales (aminogramas),fósforo total y de ácido fítico, hidratos
de carbono totales y considerar en base a los aminoácidos limitan

tes de ambas fuentes (proteínas de girasol y de 2213), un primer

intento de suplementación de los patrones de las respectivas pro
teinas (score quimico).

Obtener a escala de laboratorio el "aislado" proteico a partirV5

de leche descremada(industrial), determinar sus características

analíticas (cenizas, pérdida a 100° , calcio, fósforo total, li
sina disponible, azufrados totales (aminogramas),hidratos de

carbono totales) y considerar, comoen el caso anterior, la pro

bable suplementación de proteína de girasol con proteína de lg
che descremada en base a los respectivos aminoácidos limitantes

(score quimico).

Es obvio que el éxito de la suplementación de proteínas de ba

Jo o relativamente bajo valor biológico puede lograrse solamente
cuando las mezclas han sido formuladas con base cientifica (canti

dad y calidad de las proteinas de ambas fuentes) y después que se

haya demostrado fehacientemente la calidad nutritiva del producto
resultante a través de ensayos biológicos de experimentación;

Desde el punto de vista del patrón de aminoácidos esenciales,

ya que las proteínas de girasol son deficientes primariamente en

lisina y de buen nivel en azufrados y las proteinas de sglg_(co
molas de leche) son ricas en lisina y deficientes en azufrados,

las mezclas de ambasfuentes tendrán distinta calidad proteínica.

El suplemento ideal será aquel que proporcione el nivel mayor de

lisina, ademásde contener cantidades y relaciones adecuadas de los
otros aminoácidos.
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Es valioso disponer esta información previa en el proceso de

formulación de un alimento rico en proteína a fin de lograr el me

jor patrón de aminoácidos esenciales o uno similar al de las protei
nas de huevo o de la leche.

Sólo comouna primera aproximación, de carácter teórico, una

suplementación o complementación puede diseñarse por medio de la

combinación de dos o más proteínas en base a los patrones respec

tivos de sus aminoácidos esenciales, en comparación con uno de re

ferencia (FAO1973). Ello no implica necesariamente tener resulta

dos concordantes con las experiencias decisivas (de tipo biológico)

ya que no se consideran generalmente la disponibilidad biológica

de los aminoácidos, el exceso de alguno de ellos (frecuentemente

en proteínas de origen vegetal), factor digestibilidad y presen
cia de sustancias antinutricionales no eliminables o estables al

calor y que contribuyen en distinta medidaen la respuesta bioló

gica. Cabe señalar que estudios de esta última naturaleza son nece

sarios aún en productos que se sabe que no contienen naturalmente

sustancias tóxicas, pues estas pueden originarse en el procesado

o estacionamiento de materias primas o productos procesados (gra

sas residuales altamente oxidables, presencia de contaminantes, etc).

a) Los materiales de partida :"lex" y pepa industrial, provistos
por la industria (Molinos Río de la Plata), corresponden el prime

ro a harina obtenida industrialmente en el proceso de prensado a

tornillo - extracción con solvente (hexano técnico) y el segundo

al producto resultante de 1a molienda gruesa de la semilla de gira;

gg; conteniendo gran parte de la cáscara, tal cual se procesa para
la obtención del aceite. Esta última es materia prima para la obten
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ción del "lex" (harina industrial).
Parte de la pepa industrial se destinó a la obtención de la

harina correspondiente por extracción con hexano, en laboratorio.

Paralelamente se obtuvo en laboratorio pepa de girasol descasca

rada (por flotación, ver Parte Experimental), y la harina de ex
tracción correspondiente (hexano).

Todos estos materiales fueron analizados en su composición ge

neral y en algunos compuestosparticulares.

El elevado tenor en fibra de las dos primeras harinas condujo

a operar su remoción parcial (tamizado en laboratorio, malla 40)

y a su posterior análisis.
Conlos detalles que figuran en la Parte Experimental,se de

terminaron los contenidos en humedad,cenizas, nitrógeno total, fi

bra cruda, aceite (hexano), extracto en eter etílico, ácidos cloro

génicos y lisina disponible que figuran en la Tabla 1.

Los valores observados para "lex" (tal cual) y pepa industrial,

son acordes con los correspondientes señalados en literatura.

y en general con los de un trabajo previo. No obstante se registró

una mayor riqueza en proteína : pepa industrial 21,01 % frente a

25,19 % ; pepa libre de cáscara 22,91 % frente a 28,25 %'; "lex"

39,56 % frente a 42,50 % expresados comoproteina cruda en base se

ca) (42), probablemente debido al factor variedad;

Se observa que a menor contenido en fibra corresponde mayor

contenido en material nitrogenado y cenizas (el endospermo es de

mayorriqueza en materias minerales y nitrógeno que la cáscara).

Los rendimientos en harina señalados al pie de la Tabla, mues

tran la dificultad que ofrece la molienda fina del "lex" (harina

industrial) comoconsecuencia del procesado (menor rendimiento: 45,8 %)
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comparativamente al logrado con la harina obtenida en laboratorio

(hexano) a partir de la mismamateria prima (87,1 %), luego de su
tamizado a través de malla 4o.

' Este análisis se completó, con fines comparativos, con 1a de

terminación de contenido en ácidos clorogénicos en harinas de semi

lla integral, de pepa descascarada, de pepa industrial (8 a 10 %

de fibra) y de "lex" ( harina industrial con aproximadamente 13 %

de fibra), procedentes todas de una mismapartida de semilla origi
nal (provista por Molinos Río de la Plata). Las tresprimeras hari

nas fueron obtenidas en laboratorio (hexano técnico). La siguiente

Egglg ilustra sobre un mayornivel en ácidos clorogénicos en la ha
rina proveniente de la pepa totalmente libre de cáscara (descasca

rada manualmente, ver Parte Experimental - 4,16 %), correspondien

do el menor valor al de harina de semilla integral (3,01 %) y va

lores similares (aunque ligeramente inferior para el "lex") sobre

harinas de pepa industrial (laboratorio) y "lex" (harina industrial
obtenido por prensado y posterior extracción con hexano - 3,47 y

3,22 x respectivamente), poniendo en evidencia la mayor riqueza en
dichos componentes en la fracción pepa. También se observa que el

procesado industrial no ejerce influencia en el nivel de dichos

componentes.
x ácido clorogénico

41332)"LEÏ" (harina industrial
prensado y hexano) 3,22 %
(pasado ¡alla 40)

Harina pepa industrial
(hexano, laboratorio) 3,47 %
(pasada malla 40)
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Harina semilla integral
(hexano, laboratorio) 3,01 %
(pasada malla 40)

Harina pepa totalmente
descascarada 4,16 %
(hexano, laboratorio)

En el siguiente Esguemageneral (figura 1) se ilustra sobre
las distintas etapas en la obtención de las harinas utilizadas en
este trabajo.

b) Remociónde compuestos clorogénicos de las harinas de extracción

Conla intención de probar la eficacia de diferentes condicio

nes en la separación de compuestospolifenólicos (ácidos clorogé

nicos y otros relacionados) y la posterior dispersión del mate
rial nitrogenado a partir de las harinas residuales, se conduje
ron los ensayos que figuran en la Tabla 2.

De acuerdo a las condiciones experimentales señaladas al pie

de la misma (extracción a temperatura ambiente de compuestos po

lifenólicos sobre "lex" y harina de pepa industrial con: agua a

pH 6,5 - 6,6; agua + ClH pH 4,4 y ácido cítrico y citrato_de sodio

pH 4,4) se puede observar que el porcentaje de nitrógeno extraí

do conjuntamente con la remoción de los ácidos clorogénicos es

practicamente similar en la mayoría de ellos (19 - 23 %del nitró

geno total presente en la harina de partida; ensayos a), b) y c)_

Por otra parte el "lex" ( "expeller" o harina industrial),
no resulta materia prima adecuada para la obtención de "aislados"

proteicos, en razón del rendimiento significativamente menorlogra
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Esouema General

Semilla ínteggal

molienda y cernido (proceso industrial)
(rotura gruesa)

cásc3Ï5-————————————_———-————————_—__—_-vega industrial

-(con alto porcentaje de cáscara)

extracción en ]aboratorio
(hexano, Soxhlet)/\

aceite harina de extracción
(con alto porcentaje de cáscara)

harina de extracciég
(pasada nor malla 40, molida y
tamizada en laboratorio)

oeoa libre de cáscaJ

extracción hexanc

/\
aceite



Sfiggra 1)

aceite

¿prensado a tornillo y nosterior
extracción con hexano (proceso
industrial)

harina industrial o "lex"
(con alto porcentaje de cáscara)

"lex" molido fino
(tamizado en laboratorio, malla 40)

(laboratorio, levigación y
.osecado a 45 , vacío)

_______——._..harina de pega descascarada
(molida y tamizada en laboratorio, malla 40)
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Condicionesgegerglesggdispersión:
(1)ReIOCióndeácidoclorngénico:(a)5extraccionesconagua(pH6,5-6,6);relaciónharina:sq;

vente1:5;temp.ambiente;30min.cadauna;centrífugación2800rpm. h(b)5extraccionesconagua+ClH(pHh,k);relaciónharina:so;
vente1:5,ternp.ambiente;30mm.cadauna;centriíhgación28»rpm.

(c)5extraccionesconcítrico-citratodesodio(pHh,k);rela
ciónharina:solvente1:5;temp.ambiente;30min.cadauna; centrif.2800rpm.

(d)5extraccionesconagua+ClH(pHH,k);relaciónharina:so;
vente1:5;temp.MSOC;30min.cadauna;centrifugacióniBOOrpm.

(2)Dispersiónde'naterialnitrogenado:entodosloscasos'nenos(d):3dispersiones;pH8,0a11,0;

temp.ambiente;relaciónharina;solvente1:5;30min.cada una;Centrifugación2800rpm.
(d)3dispersiones,pH8,0a11,0;temp.l+590;relaciónharina:solvente1:5;30min.cadauna;centrifugación2800rpm.



do en la dispersión del material nitrogenado (42,0 - 49,7 % sobre

nitrógeno remanente)frente a las harinas de extracción por hexa
no (72 - 87 % sobre nitrógeno remanente). Se observa solo un li

gero aumento cuando se opera sobre "lex" previamente tamizado (eli

minaciónparcial de la fibra).

Estas mermasse atribuyen al efecto desnaturalizante del pro
ceso drástico sufrido en la separación del aceite.

Este aspecto sirvió para optar por 1a otra fuente de materia

prima que provee la industria al presente (pepa industrial de Báf

5352;) y obtener la harina respectiva en el laboratorio (hexano).
Aparentemente, de los ensayos anteriormente mencionados, la

extracción de compuestospolifenólicos operada en medio clorhi

drico muestra la menorpérdida de nitrógeno, lo que se refleja

en el layer porcentaje de nitrógeno dispersado en la subsiguien

te etapa. Por ello se eligió,en primera instancia,este procedi
miento para Operar en lo sucesivo.

Trabajos realizados en INTI (42) señalan una mayor remoción

de ácidos clorogénicos con el incremento de temperatura en el

medio. El efecto del aumento de este parámetro (45° ), (ensayo d),

operando en medio clorhídrico, conduce a una mayor eliminación

de material nitrogenado junto a 1a remoción de polifenoles (29%),

pérdida que afecta el rendimiento en nitrógeno dispersado en la

etapa posterior ( medio alcalino - 58 %).

c) Estudioggg condiciqggs de dispersión de material nitrogenado
La dispersión directa en medio acuoso, a partir de harina

de pepa industrial, sin remoción previa de ácidos clorogénicos,

a temperatura ambiente y a pH 7,0 - 7,5 a fin de no inducir cam
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bio de color, conduce a un menor rendimiento en material nitroge

nado extraído (63,6 X). Por otra parte, la elevación de tempera

tura (45° ) respecto de la ambiente, aplicada en este procedimien-._
to si bien permite una mayor dispersión de material nitrogenado,

favorece paralelamente la velocidad de oxidación de ácidos clo

rogénicos coloreando el líquido en verde (que comunica color li

geramente verde al precipitado proteico en la operación posterior),

con un efecto contrario a la finalidad deseada (obtención de pro
teinas blancas).

La eliminación de material nitrogenado y otros materiales

que se solubilizan y remueven junto a los ácidos clorogénicos (de

operar con dicho procedimiento), modifica el valor de pH de máxi

maprecipitación de las proteinas (pHisoeléctrico) dispersadas

a partir de la harina remanente, observándose un desplazamiento

del mismodesde pH.4,4 - 4,6-(proteínas dispersadas directamente

en medio alcalino, sin remoción previa de ácidos clorogénicos)

hasta 5,5 (ácido clorhídrico comoagente precipitante) según se
ilustra en la Tabla 3. Este valor coincide con el señalado en li

teratura (46).

Una evaluación de conjunto sobre el rendimiento en proteínas
aisladas (varias partidas para cada método) según diferentes con

diciones operatorias (remoción de ácidos clorogénicos con agua

o con solución de ácido clorhídrico pH 4.4; temperatura ambiente;

dispersión de proteinas en harina remanente a pH 8,0 a 11,0 y

precipitación a pH 4,4 - 4,6 o a pH 5,5; ver Parte Experimental)
condujo a valores que oscilan dentro de un margen habitual de ren

dimiento en "aislados" proteicos, observadopara distintas parti
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pH de precipitación
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TABLA 3

gg ISOELECTEICO

N sobrenadante
% N extraido

N sobrenad.
%Nextraido

muuu-hau-no

\nC>Iu4?o\<mc>rvxna:ua.r#'4r:'-rlenvxxn

(a) (b)

12,67 19,6%
6,49 (x) 13,H5 (x)

12,31 -_
12,21 1H,07
12,9% -_
14,k9 -
17,33 15,08
25,05 16,88
47,h6 -
98,95 -_

(x) : pH isoeléctrico.

M19 usado:
Prigera etapa:

Segugdg etgg e

a) extracción de ácido clorogénico sobre her;
na de pepa industrial (pasada malla k0) con‘
agua (5 extracciones, temp. ambiente).

b) extracción de ácido clorogénico sobre harg
ne de pepa industrial (pasada ma}1a MO) con
soluc. de ác. clorhídrico pH4,H (5 extrac
ciones, temp. ambiente).

diSpersión de proteinas sobre residuo de (a)
o (b) con agua pH 8,0 a 11,0; en tres etapas
sucesivas, con aumento progresivo del valor
de pH (temp. ambiente).



/V¿7xrFaít/

nao'aÏe

N.Sab

..- nin .

5.0 3, s 4.o 4,5l sp Sá Q0 IPH'

CURVADE BH ISOELECTRICO:Figura correspondiente a la Tabla 3.
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das de harinas, logrados en trabajos anteriores (12).

Por otra parte, el haber utilizado el valor de pH4,4 en lu

gar de 5,5 (comopH isoeléctrico) y haber registrado solo un li

gero aumento en el rendimiento (28,6 % en lugar de 25.9 %) se

justifica por hallarse dicho punto en un rango similar de pér

dida de material nitrogenado según el perfil de solubilidad de

proteinas versus pH (tipo meseta - Tabla 4). A este respecto de

be llamarse la atención que en una suplementación de estas pro

teinas con proteínas de 2213 o de leche descremada (PH de máxi

ma precipitación 4,5 - 4.6) resultaría muyconveniente operar en
el entorno de este último.

Para cada sistema estudiado el "aislado" proteico respecti

vo resultó de color practicamente blanco y de textura satisfac

toria (polvo fino, suave al tacto).

Comocomplemento de esta serie de experiencias y Operando

según el procedimiento estudiado en INTI, en el cual se omite la

etapa de remoción de ácidos clorogénicos y obliga a realizar 1a

dispersión del material nitrogenado a valor de pH 7,0 - 7,5; se
realizaron ensayos que dieron los resultados que se registran en

la Tabla 5 . Si bien el aumento de temperatura (45 o) con respec

to de la ambiente conduce a una mayor dispersión del material ni

trogenado a partir de la harina, tal comose señalara en experien

cias anteriores, permitió constatar que el pHde la mismano de

berá exceder del valor de 7,0 en razón de una mayor velocidad de

oxidación de los compuestos polifenólicos (quinonas coloreadas)

fenómeno que ya se evidencia a valores de pH ligeramente superio

res (7,5) para esa temperatura.
Por otra parte, esa ganancia de material nitrogenado disper
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TABLA 4

RENDIMIENTO‘EE PROIEINAS AISLADAQ

Rendimiento final
Procedimiento empleado en aislado

% harina de partida

(a) extracción de ác. clorogónico con agua temp.
ambiente; dispersión de mat. nitrogenado en medio
alcalina pH8,0 a 11,0 v precipitación de prota;
nas a pH 5,5. 25,88

(b) extracción de ácido clorogénico con agua pH
H,h ( ClH ), temp. ambiente; diSpersión de mat.
nitrogenado en medio alcalino pH 8,0 a 11,0 y

25,91precipitación de proteinas a pH5,5.

(c) extracción de ác. clorogénico con agua pH
h,k ( ClH ), temp. ambiente; dispersión de mat.

nitrogenado en medio alcalino pH8,0 a 11,0 y 28,6“
precipitación de proteinas a pH H,H —h,5.



TABLA5

E_NSAYOS2;;DISPERSIONDEMATERIALNI'J'ROGENADOSOBRE

MATERIAPRIMA

_—___-.—————

HARINA1_)1_3GIRASOL

N%deharinadeNdispersadoflde

Ndispersado%Ntot.

partidaharinadepartida

enharina

Harinapepaindust. (pasadamallaho)

8,0h5,71(a)

Harinapepaindust.
(pasadamallaHO)

Harinapepaindust.
(pasadamallaH0)

8,0“5,11(c)63,6

Harinapepaindust. (pasadamallaHO)

mou‘+,86(a)60,5

extrae. entrac. extrae. extrae.

pH7,5-7,6;temp.amb.; pH7,5-7,6;temp.M500; pH7,0;temp.kSOC; pH7,0;temp.amb.;

relac1:5;30min.cadauna;centrif.2800rpm. relac1:5;30min.cadauna;centrif.2800rpm.

relac.1:5;30min.cadauna;centrif.2800rpm. relac.1:5;30min.cadauna;centrif.2900rpm.
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sado no se traduce en un mayor rendimiento en "aislado" proteico

( probablemente ocurra mayor extracción de material nitrogenado

no totalmente precipitable) , comparativamente al logrado en un

proceso similar a temperatura ambiente ( rendimiento a temperatu

ra ambiente 22,Ó %; a 45° 21.9 %). con la ventaja, para este fil

timo caso, de lograr productos finales de color blanco.

Tal comose procedió con los materiales de partida, los "ais

lados“ proteicos obtenidos por el procedimiento con remoción pre

via de ácidos clorogénicos ( medio clorhídrico, pH4,4), disper

sión directa de material nitrogenado a pH8,0 a 11,0 y precipi

tación al valor de pH isoeléctrico (4,4 - 4,6), ambasa tempera

tura ambiente, se caracterizaron a través de los datos analíti

cos que se resumen en la Tabla 6.

Comopuede estimarse comparativamente, el mayor nivel de li

sina disponible (3,52 g lis/16 g H respecto de 2,89 g lis/16 g N) ,

el mayor valor de ácidos clorogénicos (0,085 % respecto de 0.029%)

y el menor rendimiento en aislado proteico (21,9 %respecto de

28,6 %) se registraron en el producto final logrado por dispersión

directa, no obstante conducir amboscasos a "aislados" practica
mente blancos.

Estos resultados sugirieron una probable pérdida de alguna

fracción de material nitrogenado rico en lisina, removible con

juntamente con los ácidos clorogénicos (primer procedimiento)

en coincidencia con lo señalado en literatura sobre proteínas

de hoja (32), mientras que la supresión de esa etapa ( segundo

procedimiento) favorecería su retención en el "aislado" final,
que a su vez muestra un mayor nivel de ácidos clorogénicos.



TABLA6

PEOTEINASAISLADAS

ABACTERIZACIONQELAS

Rendimiento

Ac.'clorogénico

'%harina

ProcedimientoHumedad%Cenizas%NitrógenoLisinadisp. '

aislado%aisladog/16gN%aislado

deobtenciónaislado

(a)5,320,7716,332,890,02928,6

0,08521,9

(b)2,870,4715,7“3,52

(a)extraccióndeácidoclorogénicoconaguapHH,H(ClH),temp.ambiente;dispersióndemate rialnitrogenadoenmedioalcalinapH8,0a11,0yprecipitacióndeproteinasapHH,H—H,6. (b)dispersióndematerialnitrogenadoconaguapH7,0(sinremociónpreviadeác.clorogénicd}temp.hsocyprecipitacióndeproteinasapH4,4-H,6.
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d) Balance de distribución de ácidos clorogénicos en distintos

pasos de los métodos de obtención de "aislados" de girasol

Dentro del plan trazado, se había contemplado efectuar el ba

lance de distribución de ácidos clorogénicos para los dos méto

dos probados en la obtención de "aislados" de girasol.

Paralelamente, se pensó que la evaluación de lisina dispo

nible en algunos de esos pasos permitiría comprobar si el mate

rial nitrogenado que se extrae con la mayor parte de los ácidos

clorogénicos es comparativamente de mayor riqueza en lisina dis

ponible que los demás, tal comoaparentemente se señala en un úni

co trabajo de literatura (32), en el cual los autores lo conside
ran consecuencia de la unión de grupos fenólicos al grupo Í- ami
no de la lisina.

Ello explicaría, por otra parte, el menorvalor en lisina

disponible del "aislado" obtenido por el método que opera con re

moción previa de ácidos clorogénicos.

Los esquemas diseñados para ambos métodos son los siguientes:

1) harina pepa industrial
(hexano, laboratorio)

‘ spasada malla 40)

S extracciones con agua pH 7,0

centrifugación después de c/extracción

residuo lí uido de extracción con mate
(se desecha) rigï nitro enado dis ersado +

acidos cIorogénicos
sol. de ClHhasta pá 4,5 para precipitar

centrifugación

precipitado .1;"",1&—*ÏÏÏ4Ï sobrenadan
(lavar y secar a 45 fe

vaCio)



2) harina pepa industrial
(hexano, laboratorio)
(pasada malla 40)

5 extracciones con agua pH 4,5

centrifugación des ués de c/extracción

residuo li uido con ran ca
-_ ae acidocIoroge'Hc

.2
' 3 extracciones con agua pH 8 a 11

centrifugación después de c/extracción

residuo
¡se desecha) líquido con material nitrogenado dispersa

sol. de CIB hasta pH 4.5
para precipitar
centrifugación

precipitado liguido sobrena
(lavar y secar a 45°,vacio)

Las evaluaciones realizadas en el laboratorio para determir

dos materiales en las distintas etapas permitió calcular aproxi
madamenteel contenido en ácidos clorogénicos de las restantes.

Teniendo en cuenta que el material de partida es el mismo1

ra ambos procedimientos, se desprende que un 45 % del total orig

nal ya queda eliminado en 1a etapa de separación previa de ácidc

clorogénicos, antes de dispersar las proteínas (pH8 a 11) y del

resto la mayor pr0porci6n queda en el residuo agotadodpnrocedimii



to 2). Contrariamente, en el procedimiento de dispersión directa

el 38 %del contenido inicial en la harina de partida queda junto

con el líquido que contiene el material nitrogenado dispersado,

y de éste la mayor proporción se elimina en el liquido sobrena

dante después de la precipitación.La eliminación previa incide ha
cia una menor retención de esos componentes en el "aislado" final.

La dificultad en evaluar lisina disponible en un medio que

contiene alta proporción de azúcares (sobrenadante residual de la

precipitación de proteínas) que lleva a una falta de reproducibili
dad en los valores hallados, sólo permitió concretar el balance

de distribución para los ácidos clorogénicos en dichas etapas.

Consecuentemente en base a todo lo expuesto se decidió Ope

rar en lo sucesivo a temperatura ambiente y por el método de dis

persión directa de proteínas (sin remoción de ácidos clorogéni

cos), seguido de precipitación a pHisoeléctrico (ClH 4.4 - 4,6)

comoprocedimiento más conveniente a los fines perseguidos, con

las ventajas de ofrecer un menor número de pasos y de no in

troducir deeplazamiento en el valor de pH isoeléctrico.

e) Aislamiento de proteínas blancas de girasol purificadas. gg
racteristicas fisicas y analíticas 

Contando con 1a información obtenida de estudios experimen
tales previos (42) (INTI) y presentes sobre condiciones óptimas

de aislamiento y purificación de proteínas de girasol, se proce
dió a aplicar la técnica arriba mencionadaa fin de obtener can

tidad suficiente de "aislado" blanco, purificado con destino a

la determinación de su composición general y evaluaciones ana

líticas particulares (lisina disponible, ácidos clorogénicos,

43.
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calcio, etc.) (ver Parte Experimental).

"Aislado" de girasol - Características físicas x'guímicas

Aspecto: polvo fino,suave al tacto

Color:practicamente blanco
Olor: inodoro

Rendimiento: 21,9 g proteína/100 g harina

Pérdida a 100°(vacío): 8,20 96

Cenizas (500 - 550°): 0,35 fi bs

Hidratos de carbono totales: 2,26 % bs

Fósforo total: 0,72 %bs

Fósforo de ácido fítico: 0,19 96bs (26.4 96del fósforo total)

Fósforo total - fósforo de ácido fítico: 0,53 %bs

Nitrógeno total: 16,99 %bs

Lisina disponible: 3,30 g/16 g H

Lisina total: 5359 g/ 100 g de "aislado".
Aminoácidosazufrados totales:

Calcio: no detectable

Acido clorogénico: 0,085 % bs

Merece señalarse el nivel significativamente menor en áci

do fítico respecto del fósforo total que queda retenido en el

"aislado" final, comparativamentea los resultados obtenidos en

un trabajo anterior (12), donde el 53 %del fósforo total halla

do en el "aislado" correspondía a fósforo de ácido fítico ("ais
lado" de color ligeramente verde obtenido por dispersión directa

en agua a pH 11). Al margen de una rpobable diferencia en conte

nidos en fósforo total y de ácido fítico de origen varietal, sur

ge como parámetro de mayor influencia el valor de pH Operado en
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la etapa de dispersión del material nitrogenado (pH 7,0 para las

experiencias del presente caso y 11,0 para las realizadas en un

trabajo anterior), que permitiría la mayorextracción de fitatos
liberados que luego quedarían comocomplejos insolubles con las

proteínas al valor de pHisoeléctrico (4,4 - 4.6) de estas úl
timas (4?).

Merece señalarse que el valor de lisina disponible ( 3.30 g/
16 g I) es muysimilar al de la harina de partida (3,27 g/16 g N)

y superior al de los "aislados obtenidos por disérsión directa

a pH 10 - 11 (proteínas verdes, lisina disponible 2,2 g/16 g N) y

en presencia de SO3Ea2(proteínas blancas, 2.4 g/16 g N) (4L).
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f) Obtención del "aislado" de soja (escala de laboratorio)
Características físicas y analíticas- Cálculos previos en

base a cómputo quimico con fines de suplementación de pro

.teínas de girasol con proteínas de soja ("aislgggs" mixtos)

Siendo la harina y por lo tanto el "aislado" proteico de g_
rasol, deficitarios en lisina (primer limitante) y bien nivelados
en azufrados totales, se consideró la suplementación de este úl

timo por ceprecipitación con proteinas de ¿gig (rica en lisina
y relativamente pobre en azufrados), calculando en base al cóm

puto quimico las proporciones que en primera aproximación podrian

dar mezclas complementarias.

A tal fin se procedió primero al análisis de la harina de

2212 comercial (harina cruda de extracción industrial para pre
paración de "aislados"), a la obtención de1"aislado" correspondien
te y a su examenanalítico. Estas experiencias permitieron obser

var cifras de rendimiento, condiciones de máximaprecipitación

y valores de lisina disponible y de aminoácidos azufrados tota
les a utilizar en los cálculos anteriormente mencionados(Tabla

7).
Los valores registrados para la composiciónde la harina es

tán en concordancia con los resultados señalados en literatura
(13) (46) (HS) (50).

Tambiénfiguran los valores logrados parajlos "aislados" de

3212 obtenidos a pHisoeléctrico (4,5) a partir de la harina in
dustrial, su contenido en nitrógeno, en lisina disponible y azu

frados totales, operando a distintos valores de pHde dispersión

(7,0 y 10,0 respectivamente). Si bien es conocido que los con



TABLA7

COMPOSICIONGENERALDELAHARINADESOJA(x)

HumedadflCenizas%Nitrógeno%ïrotegnasáFibracruda%Lisinadisp.

Nx,2

g/16gN

8,h07,h2btc8,35btc52,19'btc2,15btc6,26
-Q,10sss9,12sss57,00sss2,35sss

Extractoen eteretílico

1,09btc 1,19sss

AISLADODEHARINADESOJA

-..—o

ExtracciónaN%harinaNextraído

N%Ntotal

Zharina

enharina

Rend.enais.

Nitrógeno

%!mrMa

flais.

pH7,08,356,9683,3536,h51h,66

Ptot.%
(Nxfg25)

91,

Lísinadis;

aislado

8/16gN.

‘ÍI

6,50

pH10,08,356,9683,3538,631%,31

89,11+

6,35

(x)

Provistaporlafirma"MolinosBiodelaPlataS.A."(harinacrudadeextracc,helano).

‘I'J
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tenidos en aminoácidosesenciales presentan variación entre "ais

lados" obtenidos comercialmente según el procedimiento de preparación,

los aquí logrados registran en promedio(para las distintas parti
das) valores superiores en lisina disponible a los mencionadosen

literatura (51) (6,3 - 6,5; de literatura 5,4 a 5,7 g lis/16 g H).
Se observan valores‘práctieamente iguales para rendimientos

en proteinas y en lisina disponible correspondientes al "aislado"

de 3213 obtenido a partir de la harina extraída a pH7,0 respecto
de la extraída a pH 10,0 (condición favorable ya que el proceso de

obtención de los "aislados" mixtos opera también a pH 7.0 en la dis

persión del material nitrogenado de ambasfuentes).

La literatura tambiénhace menciónde la elevada dispersibili

dad de las proteínas de ¿219 extraídas a partir de la harina cruda
(hexano), con un perfil de solubilidad (curva de nitrógeno dispersa

do versus valores de pH del medio) que muestra cifras casi constan
tes entre pH7,0 -11,0 ((9) (51).

Este comportamiento es muydiferente al que se observa en la

dispersión del material nitrogenado de la harina de pepa de gira

sol. donde solo se hace significativa a valores de pH superiores
a 10,0 (41).
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Cono complemento, se incluyen en los análisis de composición

general de la harina y del "aislado" de 2219 las siguientes determi
naciones (ver Parte Experimental) : pérdida por calentamiento a

1D0°; cenizas; hidratos de carbonototales; fósforo total y de áci

do fitico y calcio, cuyos valores promedio figuran en la TabladO.

A partir de estas consideraciones, el objetivo del trabajo
fue estudiar el efecto del agregado de distintos niveles de proteí

na de ¿gig en la composición de "aislados" mixtos obtenidos por

coprecipitación con proteínas de girasol.
La Tabla 8 agrupa el conjunto de valores de cómputo químico

calculados en base a los datos de aminoácidos esenciales limitan

tes de las fuentes proteicas mencionadas, comouna base hacia una

probable suplementación.

Teniendo en cuenta la deficiencia en lisina de que adolecen las

proteínas de girasol, esta sería balanceada por el contenido rela

tivamente alto que ocurre en las de 2213, mientras que el nivel sa
tisfactorio de azufrados totales de las primeras se vería poco afec
tado dentro de un cierto rango de combinaciones de ambas proteínas.

Sobre esta base y teniendo en cuenta los valores correspondien

tes de lisina disponible de los "aislados" proteicos de ambasfuen

tes se han calculado los cómputos químicos (g de aminoácido esencial

en proteína x 100/ g de aminoácido esencial FAO)(52) que muestran

una suplementación gradual creciente a medida que aumenta el porcen

taje de proteina de ¿gig en el "aislado" mixto, cubriéndose los re
querimientos para dicho aminoácido esencial prácticamente al nivel

de 70 % de proteína de 5213 y 30 % de proteína de girasol. Ho obstan

te, para esa proporción el coprecipitado mixto sería ya deficiente



TABLA8

COMPUTOQUIMICOCALCULADOPARADISTINTOS¿ISLADOSMEZCLAQEGIRASOLYSOJA

Proteinadesoja

xo3oho50607o100

Proteinadegirasol

x1007o60sono3oo

Lisigïdisponible52,772,380,u85,u92,098,5100 Lisinadisponible6ho80,285,7

’

(b)91,196,5100100

Azufradostotales100

(c)92,088,0Rh,o80,576,865,7

(a)Lisinadisponibledelaisladoobtenidooperandoconremociónpreviadeác.clorogéniCO6389¡(b)LisinadiSponibledelaisladoobtenidooperandosinremociónpreviadeác.clorogénico<552¡(c)Azufradostotalesgirasol:3,6(experimental,TesisA.0.Rucci,1972).

Azufradostotalessoja:2,3fliteratura).

(a)y(b)Lisinadisponiblesoja:6,5g/16gN(valorexperimental).



en azufrados, lo que limitaria su aprovechamiento. Aparentemente,
de los datos de 1a Tabla 9 (teoricamente al menos), las mezclas

más satisfactorias estarían comprendidasen el rango de 40/60;

56/50 y 60/40 respectivamente.

Estos valores cubrirían prácticamente el mismoámbito para co

precipitados mixtos logrados a través de los dos procedimientos di

ferentes de obtención de proteínas blancas de girasol (ver páginas
N070 - 71) :

a) partiendo de la harina de pepa de girasol, previamente agotada
de ácidos clorogénicos, a la que se incorporó la proporción co

rrespondiente de harina de 5915, para continuar con la dispersión
(pH 8,0 - 11,0) y coprecipitación de proteínas al valor de pH iso

eléctrico (4.4 - 4,6).
b) operando la dispersión a pH 7,0 directamente sobre la mezcla de

ambasfuentes, procediendo luego a la coprecipitación al valor de

pHisoeléctrico (4,4 - 4,6).
Comopuede observarse, se registra un mejor valor de lisina dis

ponible paralelo a un rendimiento ligeramente superior para los co

precipitados obtenidos de acuerdo al segundo tino de procedimiento

(Tabla 9.). Conanterioridad se habia señalado que el "aislado" de

girasol obtenido por el métodode dispersión directa a partir de la

harina, mostraba un valor ligeramente superior en lisina disponible
respecto de aquel del procedimiento de dispersión de material nitro

genado sobre harina previamente liberada de ácidos clorogénicos, si

tuación que se sigue cumpliendo para el caso de los "aislados" mix

tos en la suplementación con distintos niveles de proteína de gg

¡3.



proteinaproteinaRend.extracciónRend.enaisladoNdelcoprecinitadoInshadiqucopp.sojaflgirasol%fiN/N-tot.gprot./100ghar.í g/16gN

so59(a)75,‘+32,1+3,995,18 so50(b)80,13h,215,27k,97 60H0(a)Q1,235,61H,H35,45 ¿o1+0(b)9.1,H33,81551+L+,91

r

no60(3)76,532,915,18h,7u 1,060(b)82,629,915,56l¡,36 7o30(a)78,835,711+,91+5,‘+3



A fin de complementar el cuadro de suplementaciones y Operando

según este último procedimiento de obtención de coprecipitados, se

ensayaron mezclas con las siguientes proporciones de proteinas fi

nales 70/30 y 30/70 %respectivamente (Tabla 9 ).

Cabe señalar que estos cálculos se han hecho en base a valores

esperimentales de contenido en nitrógeno total (proteina cruda) de

los "aislados" proteicos finales de ambasfuentes y de rendimien

tos que suelen lograrse en dichos procesos de aislamiento, permi

tiendo asi estimar la cantidad de los materiales de partida a mez

clar que representarian las preporciones deseadas para ambaspro
teinas. Es decir, que implica el conocimiento del contenido de nitró

geno total aportado por cada "aislado" y el rendimiento de los mia

mosrespecto del material de partida (harinas correspondientes).

Un ejemplo facilita la comprención del cálculo mencionado,

siendo de aplicación general para todas las combinaciones de mez
clas planeadas.

El "aislado" de girasol (seco a 45°. vacío) obtenido a partir

de la harina de pepa industrial (procedimiento directo) rinde 15,7 %

de nitrógeno total (15,7 x 6,25 = 98,1 %proteina cruda).

El "aislado" de ¿gig (seco a 45°, vacío) obtenido a partir de
la harina cruda industrial rinde 14,7 %de nitrógeno total (14,7 x

6,25 = 91,6 %proteína cruda).

Para lograr una mezcla que contenga aproiimadamente el 40 % de

proteína de girasol y el 60 %de proteína de 2215, se necesitan ais

lar respectivamente 100 x 40 g de "aislado" proteico de girasol y

100 x 60 g de "aislado" proteico de ¿gig en el coprecipitado mixto.
I

Teniendo en cuenta las pérdidas que se registraron a través del pro
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cedimiento de obtención de los "aislados" (dispersión, precipitación,
purificación y secado final) esas cantidades estarían representa
das por las siguientes proporciones de material de partida (hari
nas) z

- 100 g de harina de pepa industrial de girasol rinden, en promedio,
21,9 g de "aislado" seco a 45°.

é 100 g de harina cruda de soja rinden, en promedio, 36,4 g de "ais
lado" seco a 45° .

Por lo tanto 100 x 40 x 100 g representaría 1a proporción a pe

sar de harina de pepa de girasol, y 100 x 60 x 100 g 1a que corres
1,6 x 36:4

pondería a la harina cruda de 3915.

Es decir que para logar un "aislado" mixto de girasol contenien

do 60 K de proteína de 2219 se necesitaría partir de 186,2 g de ha

rina de girasol y de 179,9 g de harina cruda de 2213.

Todoello sobre la base teórica de una supuesta composición

constante aportada por cada fuente en el momentoy condiciones de

la copreoipitación, ya que las estimaciones previas fueron hechas

sobre los productos "aislados" y purificados en prácticamente las

mismas condiciones experimentales que Operarán sobre los "aislados"
mixtos.

Los valores de lisina disponible encontrados fueron muyconcor

dantes con los predichos por cálculo de cómputo Químico correspon

diente, mostrando un mayor nivel con el incremento en el porcentaje

de proteína de 5219 en la mezcla: 4,36; 4,74; 5,18: 5.45 y 5.43 g lis/
16 g n respectivamente, para contenidos en nitrógeno total en pre

cipitados mixtos muysimilares (14,9 a 15,6 %).

Estos resultados muestran claramente el efecto gradual suplemen

tario de este aminoácido proporcionado por 1a harina de soja al ser
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incorporada en mayor proporción en la mezcla.

No obstante y según los cálculos antes mencionados para el n1

vel de aminoácidos provistos por ambasfuentes, se limitaría su apro

vechamiento con el incremento del porcentaje de ¿gig en la mezcla

para preporciones superiores al 50 % de 1a misma.



La Tabla 10 ilustra además sobre valores de rendimiento y ca

racterísticas físicas y analíticas de los distintos "aislados" mix
tos obtenidos. Confines comparativos, se incluyen los datos so
bre los "aislados" de ambas fuentes.

La determinación de cenizas muestra un valor máximopara el

"aislado" de 2215 (0,48 %) siendo menores los niveles para todos los

de las mezclas y girasol solo (0,27 - 0,35 %). El contenido en
fósforo total evidencia una definida tendencia a1 aumento a medi

da que se incrementa el porcentaje de proteína de soja en el "ais

lado" mixto (0,72 - 1,05 %). mientras que el nivel de fósforo de

ácido fitico oscila dentro de un estrecho margenpara todos ellos

(0,16 -0,19 %); de ahi que el contenido en fósforo remanente (di

ferencia entre fósforo total y fósforo de ácido fítico) también

muestra una tendencia creciente a partir del "aislado de girasol

(100 %) al de soja (100%), a través de los distintos "aislados" mix
tos, en razón del predominio de fósforo total para la proteína de

soja.
Similarmente igual tendencia se observa en el contenido en hi

dratos de carbono totales, cuyo mayorvalor se registró para el

"aislado" de E213 (4,55 %) y el menor para el de girasol (2,26 %).

Bajo las condiciones en que se llevaron a cabo los presentes

ensayos, el agregado de 5212 (dentro de ciertos limites) tuvo como
resultado el mejor nivel de lisina disponible'y aminoácidosazufra
dos totales, beneficio que quedaria a confirmar a través de prue

bas biológicas con animales de pexperimentación en el sentido de

cumplirse una correlación positiva entre el contenido en lisina

diaponible del suplemento (soja) y el valor nutritivo evaluado (REP,
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TABLA10
Cenizas

(sas)

ZN
(ssa)

Ptotal
(sss)

COPRECIPITADOSGIRASOL-SOJA

Pdefítico

(sss)

P-P
totit

(ssss

HdeC
(sss)

Girasol

8,20

0,35

16,99

0,72

G70

30

6,15

0,26

16,03

0,8%

Sho

16,36

0,70

2,95

16,32

0,71.

2,9,1

s7o

7,06

0,33

16,|+o

0,73

3,36

Soja

0,51

0,07

15,5”

1,05

0,19



NPU,etc.).

g) Obtención de "aislados proteicos de leche descremada industrial.

Caracteristicas analíticas. Intento de suplementaciónde pro
teínas de girasol con cantidades crecientes degproteína de

leche descremada en base a cálculos de cómputo químico.

Abundanteinformación bibliográfica indica que las proteínas

de la leche son fuente excelente para la prevención, tratamiento y

cura de la desnutrición proteica. Másaún, en razón de la alta y

eficiente utilización de las mismases que el complejo proteico de

la leche se utiliza (al igual que su principal componente:caseina)

comoproteína de referencia en la evaluación de la calidad nutricio

nal de otras proteínas de origen animal o vegetal (Z1)

Otra observación de importancia es que la calidad nutricional

de dietas formuladas en base a la combinación adecuada de una pro

teína vegetal (harina o "aislado") y leche descremada o caseína,

resultan tan buenas comoaquellas dietas diseñadas exclusivamente

con proteína de leche (53).

Se consideró de interés estudiar el aprovechamiento de la

leche fluida, descremadaindustrialmente, comofuente rica en li

sina para mejorar el valor nutritivo de las proteínas de harina de

girasol a través de la coprecipitación de ambas._

Para ello se dispuso resolver a escala de laboratorio, las con
diciones óptimas de dispersión y oOprecipitación de las proteínas

mencionadas (etapa de incorporación de la leche descremada, pH de

máximaprecipitación, purificación y secado del precipitado mix

to obtenido).
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Por otra parte y en base a cálculos previos se consideraron los

distintos porcentajes de proteinas de leche a incorporar a las de

girasol dispersas en medio acuoso, a fin de lograr "aislados" mix
tós homogéneosde mayor valor nutritivo (Tabla 11).

Una serie de ensayos previos proporcionó los datos requeridos

para dichos cálculos. La leche descremada industrial (provista por

la firma Kasdorf S.A.) conteniendo 2,86 g de proteína cruda por 100

mililítros (N x 6,25 - 0,458 %de nitrógeno total); rindió 2,50 g

de un "aislado" isoeléctrico (pH 4,4 - 4,6 : pH isoeléctrico de su

principal componenteproteico: caseína), purificado y seco a 45°.

por 100 ml de leche descremada que representa el 87,4 % del con

tenido proteiCOLen el producto de partida.

En una primera experiencia se realizó la dispersión del material

nitrogenado de la harina de girasol directamente en leche descrema

da fluida (usada en lugar de agua) , relación proteína de girasol

70 % - proteína de leche 30 %, al valor de pH 7,0 (de acuerdo con

la técnica elegida en la obtención de proteínas de girasol, a fin
de no producir cambios de color por oxidación de compuestos polife

nólicos) y a temperatura ambiente, se realizaron cinco extracciones
de 30 minutos cada una con relación harina : solvente 1 : 5.

Durante y después de concluida la etapa de dispersión se obser

vó la formación lenta de un precipitado blanco que fue removido en

parte junto al material fibroso de la harina de girasol en 1a etapa
de centrifugación. Comola precipitación continuaba ocurriendo en

forma lenta aún después de centrifugar y mientras se procedía a una

nueva dispersión de la harina de partida (ver Parte Experimental),
se volvió a centrifugar el total del material extraído antes de pro



TABLA11

COMPUTOQUIMICOCALCULADOPARADISTINTOSAISLADOSMEZCLA.QEGIRASOLY

LECHEDEÉCREMADA

Proteinaleche descremadaíO2030#0
Proteinagirasol10080

g7060

50 50

60 MO

70 30

100

Lisin?adisponible52,7__88,7100

100

100

lOO

100

Liind
s?b)isponible64,085,796,6100

100

100

100

100

(a)Lisinadisponibleaisladodegirasolobtenidooperandoconremociónpreviadeác.cloro génico(2,898/16g) (b)Lisinadisponibleaisladodegirasolobtenidooperandosinremociónpreviadeác.cloro génico(3,52g/16g) (a)yüüLisinadisponibleaisladolechedescremada:9,5(valorexperimentalhgramos/16gN.
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ceder a la precipitación (a fin de partir de un líquido limpido).

A partir de este momentoy desoués de juntar los extractivos,

se precipitaron las proteínas mixtas al valor de pHisoeléctrico
(454 - 4,6) y a temperatura ambiente.

El"aislado" obtenido, de granulometría muy fina, no sedimentó

rápidamente, comoes usual, y una vez purificado (lavados acuosos

a pH isoeléctrico y alcohólicos) y secado (vacío 45°), mostró un

rendimiento muybajo (1,96 % de 1a mezcla de partida) frente al es

perado por cálculo en base a los de ambas fuentes separadamente.

Por otra parte el elevado tenor en lisina disponible (8,42 g lis/

16 g N) de este "aislado" mixto no correlacionaba tampoco con el

valor calculado para la mezcla, sugiriendo que en su composición

participaban en alta proporción las proteínas de leche.
Al repetir la experiencia solo se centrifugó inmediatamente

después de extraído el material nitrogenado y no después de reu

nidos los líquidos de las etapas de dispersión de material nitroge

nado de la harina de girasol. En consecuencia el rendimiento en
"aislado" mixto subió (3.55 %) , no obstante continuaba siendo ba

jo con respecto al dato esperado (5,20 %).

Podrían señalarse dos factores comoresponsables de esta si

tuación particular: la presencia de ácidos clorogénicos de 1a ha

rina de girasol extraíbles por el mediodispersante (leche descre
madafluida) que interaccionarían con las miscelas de caseína de

esta última o la presencia de iones Ca++y'Hg++ abundantes en el
medio dispersante que reducirían la solubilidad en agua de las

proteínas de girasol.
Una evaluación de rendimientos en coprecipitado mixto (para

una misma proporción de mezcla de proteína de girasol y de pro
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teína de leche descremada70:30) llevó a reforzar la última su

posición, que por otra parte está soportada por observaciones si

milares señaladas en literatura, acerca de la influencia de los
iones antes mencionados(particularmente Ca++, agente precipitante).

El alto rendimiento en el coprecipitado de proteinas mixtas (a pH

isoeléctrico) obtenido a partir de harina de girasol dispersada
en medio acuoso conteniendo caseina comercial (caseína clorhi

drica comercial dispersada previamente en agua a pH 10,0 que lue

go se llevó a pH7,0 antes de la extracción con harina de girasol),
comoel logrado por coprecipitación de proteínas provenientes de

harina de girasol dispersada previamente en agua (pH 7,0) al que

luego se incorporó leche descremadafluida industrial, asi lo de

muestran. En el primer caso, no existen en el medio dispersante can

tidad suficiente de iones Ca++(la caseína comercial se obtiene por

precipitación de esta proteina en medio ácido y la fracción soluble

de calcio se elimina con el suero) para provocar una precipitación

anticipada.
Ello decidió en lo sucesivo y para cualquier proporción de pro

teínas de girasol y de leche en la mezcla, Operar en una etapa pre
via la diSpersión del material nitrogenado del girasol en agua a pH

7.0 y luego incorporar la leche descremada, para proceder seguida

mente a la oOprecipitación a pHisoeléctrico. Seg este procedi

miento (ver esquema adjunto, figura N02) se obtuvo un "aislado"

mixto blanco con un rendimiento del orden de 5,20 % de mezcla (pa

ra la relación 70 %proteina de girasol: 30 %de proteína de leche).
Bajo las mismas condiciones se llevó a cabo la obtención de

"aislados" mixtos coprecipitados a partir de distintos niveles de
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suplementación con proteína de leche, según puede apreciarse en la
Tabla 12.

Se consideró de interés incluir en el esquemalos rendimientos

y características físicas y químicas de los productos finales puri
ficados y secos a 45° (vacío).

Tambiénaquí y a los efectos de una mayor información,se deter

minaron los contenidos en: cenizas, pérdida a 100o (vacio), hidra

tos de carbono totales, fósforo total y fósforo de ácido fítico,

lisina disponible, calcio y azufrados totales de los "aislados"
mixtos obtenidos (ver Parte Experimental). Estos valores se reúnen
en la Tabla 12.

Puede observarse un descenso apreciable en hidratos de carbono

totales a medida que aumenta el nivel de proteínas de la leche des

cremada en el coprecipitado. La serie de "aislados" muestra un ni

vel bastante parejo en fósforo total, con un descenso discreto en

fósforo de fítico cuyo origen está en la proteína de girasol, sien
do negativo el ensayo para leche sola. El contenido en calcio mues

tra una tendencia creciente a mayores niveles de proteína de leche

descremada en la mezcla. El valor más significativo reside en el

contenido en lisina disponible que aportan las proteínas de la le

che, con un descenso apreciable a mayores proporciones de proteí

na de girasol en la mezcla.
Aparentemente la mezcla 70 x de proteína de girasol : 30 % de

proteína de leche descremada ( o mejor aún 65 % - 35 %) serían las

que cubririan los niveles considerados comosatisfactorios para

responder a las necesidades de este aminoácido esencial en la dieta

proteica humana.
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Tambiénen el presente caso, la evaluación biológica (animales

de experimentación) podría confirmar la suplementación señalada.

Cabe hacer mención que el incremento de lisina fue signifi

cativo en todas las combinaciones ensayadas. Desde el punto de vis

ta económico, ello representa un ahorro para la fuente de mayor cos

to (proteína de leche descremada) cuyo efecto se hace notar a ni

veles tan bajos como 20 % y probablemente menores.

La comparación de los datos arriba mencionados con los valores

logrados para leche descremadaliofilizada (fuente de partida) per

mite deducir que gran parte de las materias minerales y de los hi

dratos de carbono se eliminan en los líquidos sobrenadantes. sepa

rados por centrifugación luego de la precipitación de las proteínas
mixtas. La determinación cuantitativa de lisina disponible (método

con fluor 2,4 dinitrobenceno; ver Parte Experimental) ofreció se

rias dificultades por la presencia de una alta concentración en
hidratos de carbono (lactosa, reductor - browningno enzimático)

no permitiendo su evaluación correcta.
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PARTE EXPERIMENTAL
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PARTE III

PARTE EXPERIMENTAL

1) Materias primas. Obtención de harinas: girasolgy soja. Leche

descremada. Análisis de composición general

La semilla entera, la pepa industrial y la harina industrial

("lex") o "expeller" de semilla de girasol agotado por hexano,

utilizadas comomaterias primas, fueron provistas por 1a firma
"Molinos Río de la Plata".

La harina industrial o "lex", procede del tratamiento de

1a pepa industrial de girasol a la que previamente se sometió
a limpieza, descascarado parcial y secado rápido (80 - 90°). El

proceso abarca un calentamiento a 105- 108° por 25 min., pasajes

por prensas a tornillo (a la misma temperatura) de donde emerge

el "expeller" a unos 1000. Luego de un enfriamiento rápido a 40°,

se extrae con hexano técnico (extractor contínuo) por 4 hs. La

harina resultante ("lex") se seca durante 20 min. a 100 - 1Ó5°

y se deja enfriar a temperatura ambiente.

Obtención de harinas de extracción {en laboratorio)

a) Harina de pepa industrial: aproximadamente 2500 a 3000 g de pe

pa industrial de semilla de girasol, una vez molida, se agotaron
en Soxhlet por hexano técnico durante 12 hs. Se dejaron secar al

aire. remolieron, agotaron nuevamentepor hexano (Soxhlet), seca

ron al aire y finalmente en estufa de vacío a 45 - 50° (elimina
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ción del solvente remanente), se remolió en molinillo y guardó en
frasco con buen cierre, hasta el momentode su análisis.

b) Harina de pepa descascarada : a partir de la pepa industrial de

girasol se realizó el descascarado por flotación en agua separando

las cáscaras y semillas enteras que sobrenadan. Se repite la Opera

ción y luego se secaron las pepas en estufa de vacio (en capa fi

na) a 45 - 500. Se molieron y extrajeron con hexano en Soxhlet si

quieruo ÏÜF pasos mencionados anteriormente.

c) Harina de pepa totalmente descascarada : se separó manualmente

la pepa de 1a cáscara, y se procedió a la obtención de la harina

según la técnica antes indicada.

d) Harina de semilla integral : se obtuvo a partir de la semilla

entera de girasol (sin ningún pretratamiento) siguiendo el procedi
miento señalado en el item a).

Las dos últimas harinas mencionadas fueron empleadas solo pa

ra algunas determinaciones de especial interés.

Las harinas obtenidas fueron tamizadas a través de malla 40 y

se determinó sobre ellas,a1 igual que sobre las materias primas

de partida los contenidos en humedad,cenizas, nitrógeno total, fi

bra cruda y extracto en eter etílico de acuerdo a las siguientes
técnicas :

Humedad: Se efectuó sobre aproximadamente 1 g de muestra, en estu

fa de vació a 100°, hasta peso constante (AOAC,Official Method 13.3.

1950).

Cenizas: Se obtuvieron por incineración de aproximadamente 1 g de

muestra en mufla (500 - 550°) hasta lograr un residuo prácticamente
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blanco y de peso constante (AOAC,Official Method 13.6, 1950).

Nitrógeno total: Se determinó sobre 0,2 - 0,3 g de harina según el

macrométodo de Kjeldahl (AOAC,Official Method 2.24, 1950), efec

tuando la digestión con mezcla 112804 , CuSO4y K2804 .

Fibra cruda: Se realizó sobre harina (material cuyo contenido en

aceite es inferior al 1 %, según lo requerido para aplicar 1a téc

nica AOAC,Official Method 22.038, 1965), operando oor el método

de la doble hidrólisis ácida y alcalina.

Extracto en eter etílico: Se efectuó sobre aproximadamente 15 g de

harina (material oreviamente extraído por hexano) agotando en
Soxhlet con eter etílico.

Lisina disponiblegï contenido en ácidos clorogénicos: A1 margen

de las determinaciones que hacen a su composición general, las
harinas mencionadas se examinaron en su contenido en lisina dis

ponible y ácidos clorogénicos con fines comparativos. Se aplicaron

las siguientes técnicas:
lisina disponible: Conkerton y Frampton.

ácidos clorogénicos: método adaptado por el INTI.
cuyo detalle experimental figura más adelante.

Los valores hallados,exoresados %de harina tal cual, se refi
rieron a harina libre de humedad. Á

En todbs los casos se usaron los valores promedio de deter

minaciones efectuadas por duplicado o triplicado.

Harina de soja

Esta harina procedente del Brasil fue provista por la firma
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"Molinos Río de la Plata".

Para su obtención se sometió al poroto de 5213 a limpieza y

descascarado. Los cotiledones se aplastaron en forma de hojuela

y luego se realizó la extracción del aceite con hexano técnico.

El residuo así obtenidofue desolventizado y luego molido a malla

100, sin someterlo a ningún proceso de tostación (máximasolubili

dad de proteínas, reservado industrialmente para la obtención de

"aislados" proteicos).
Sobre este rpoducto se realizaron las distintas determinacio

nes de composición general y de lisina disponible, a los fines

de su caracterización. Para ello se operó según las técnicas se

ñaladas para las harinas de girasol.

Leche descremada

Esta materiaaprima fue provista por la firma Kasdorf.
A fin de obtener una muestra representativa para el análisis

de composición genersl se separaron alícuotas de todas las parti

das utilizadas, se liofilizaron y luego se procedió al mezcladoy

homogeinización de ellas. Sobre la muestra asi obtenida se realiza
ron las determinaciones de humedad,cenizas, nitrógeno total, cal

cio, fósforo total e hidratos de carbono totales.

Las tres primeras determinaciones se llevaron a cabo por los

métodos antes mencionados, mientras que las restantes se hicieron
siguiendo las siguientes técnicas:

M2: AOAC',Official Method 13014; 1965.
fósforo total: FiSke Subarow

hidratos de carbono: Mundsony Walker, AOAC,Official Method 29039;1965

cuyos detalles experimentales se mencionan más adelante.



2) Ensayos previos al aislamiento depproteínasblanggs. Ajuste de.
las condiciones óptimas de extracción y precipitación

2.1) Equipos y reactivos

En los ajustes de pH se usaron soluciones de RaOHy HCl 5 N

y las respectivas soluciones diluidas (0,5 N). Se controlaron los

valores de pH con electrodo de vidrio (pH-meter E 516 - Titriskop

Metrohm).

La extracción del material nitrogenado y la precipitación de

las proteinas se efectuó a temperatura ambiente (20 - 25°).

En las etapas de extracción y precipitación se utilizó un agi

tador mecánico de vidrio y en las separaciones por centrifugación

se operó con una centrífuga Universal Junior III S o Macrofuge a

2800 rpm.

En la etapa de purificación de las proteínas precipitadas, se
usó en todos los casos agua destilada previamente ajustada al valor

de pH correspondiente de precipitación. En los lavados siguientes
se utilizó etanol 95 %(destilado) y eter etílico puro (destilado).

2.2) Técnica de dispersión de proteinas. Elecciógide la materia

prima de partida 1 del medio de extracción más adecuado para

la remoción de los ácidos clorogéncicos y compuestos polife
nólicos relacionados presentes en 1a harina de girasol

Se utilizaron comomaterias primas de partida las siguientes:

"lex", harina de pepa industrial y harina de pepa descascarada, de

cidiendo en base a los rendimientos de extracción y precipitación

obtenidos cual de ellas resultaría más aUECuada.
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2.2.1) Remociónde ácidos clorogénicos

En un tubo de centrífuga de 600 ml de capacidad, provisto

con agitador, se colocaron 20 g de muestra suspendiéndolos en

100 ml del solvente en ensayo agitándose permanentemente durante

media hora.

Las distintas condiciones estudiadas fueron:

a) medio de extracción: agua destilada, pH6,5 - 6,6 ----- tempe
'ratura ambiente.

b) medio de extracción: agua + HCl pH 4.4 ----- temperatura ambiente

c) mediode extracción: buffer cítrico - citrato de Na ----- tem

peratura ambiente.

d) medio de extracción: agua + HCl pH 4,4 ----- temperatura 45°,

mantenida durante todo el período necesario por un circulador

de agua con termostato.

Se centrifugó la suspensión obtenida durante 30-min. a 2800

rpm.

El líquido sobrenadante se trasvasó a un matraz aforado (1000

ml) decantándolo a través de malla metálica de acero inoxidable (200

mallas/cm).
El residuo resultante es sometido a una nueva extracción en

idénticas condiciones a las mencionadasinicialmente y se repiten

las operaciones de extracción y centrifugación hasta llegar a un
total de cinco, reuniendo en todos los casos los liquidos sobrena

dantes decantados en el mismomatraz y llevando finalmente a volu

men.

Se midieron alícuotas (por triplicado) para determinar el

porcentaje de material nitrogenado dispersado junto con la remoción
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de ácidos clorogénicos.

2.2.2) Dispersiógfdel material nitrogenado

Se operó sobre el residuo obtenido después de 1a primer

etapa de remoción de ácidos clorogénicos, suspendiéndolo en 100

m1 de agua destilada (relación harina : agua 1g5) y llevando al

valor de pH adecuado para la dispersión con NaOH5 N o 0,5 N.

Se realizaron tres extracciones aumentandoel pH con el nú

mero de extracciones, desde 8 hasta 11, con agitación permanente,

durante 30 min. y a temperatura ambiente o a 45° de acuerdo a las

condiciones‘utilizadas en la primer etapa.

La suspensión obtenida se centrifugó por 30 min. a 2800 rpm.

Los líquidos sobrenadantes fueron trasvasados a través de malla de

cero inoxidable (200 mallas/cm) a un-matraz aforado“de 500 ml-y:
finalmente se llevó a volumen.

Se midieron alícuotas (por triplicado) a fin de determinar

el rendimiento en material nitrogenado dispersado a partir de las
distintas materias primas y con las diferentes condiciones emplea
das.

2.3) Técnica directa de dispersión de naterial nitrogenado sin re
moción previa de ácidos clorogénicos

Se operó siguiendo las condiciones indicadas por un proce

dimiento desarrollado en INTI (41).

En un tubo de centrífuga de 600 ml de capacidad, provisto de

un agitador, se colocaron 20 g de muestra suspendiéndolos en 100 m1

de agua destilada a pH 7,0; agitando continuamente durante media

hora, a temperatura ambiente. Luego se centrifugó la suspensión por
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30 min. a 2800 rpm. La solución sobrenadante se decantó a través

de malla de acero inoxidable (200 mallas/cm) recogiéndose en un

matraz aforado de 1000 ml.

i Sobre el residuo obtenido se precedió nuevamente a la diSper

sión del material nitrogenado en idénticas condiciones a las men

cionadas anteriormente, realizando luego la centrifugación y de

cantación del liquido sobrenadante. Esta operación se repitió has

ta llegar a un total de cinco veces, reuniendo los líquidos obte

nidos en el mismomatraz y llevando finalmente a volumen.

El residuo final de estas operaciones fue desechado.

En una nueva experiencia se llevó a cabo toda la técnica ante

riormente descripta pero a yna temperatura de 45°, al igual que

usando agua destilada a pH 7.5 comomedio dispersante. y a tem

peratura ambiente o a 45°; a fin de seleccionar las condiciones óp

timas para la dispersión de material nitrogenado y obtención de pro
teínas blancas.

En todos los casos se tomaron tres alícuotas del líquido de

extracción final, para determinar el contenido en nitrógeno total,
a fin de poder evaluar el rendimiento del procedimiento.

2.4) Precipitación

Se llevó a cabo agregando a los líquidos de extracción solución

de ácido C1H5 N y ajuste final al valor de pH de máxima precipi

tación (4,4) con HCl diluido (0,5 N), a temperatura ambiente y con

agitación constante hasta llegar a un valor de pHestable de 4,4.

Se obtuvo un precipitado esponjoso, que decantaba rápidamente,

y se lo separó por centrifugación, desechando el liquido sobrena

dante. Inmediatamente después y por 2 veces consecutivas fue la
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vado con agua destilada previamente ajustada al valor de pH 4,4

(relación precipitadozagua 1:20), resuspendiendo el precipitado

por agitación fuerte y centrifugando después de cada lavado. Los

líquidos sobrenadantes se desecharon.

Este procedimiento se siguió en igual forma ya sea partiendo

del liquido de extracción obtenido por la técnica indicada en el
item 2.2 o en el item 2.3.

2.5) Purificación

Los coágulos anteriores se lavaron por agitación enérgica y

por tres veces consecutivas, con etanol 95 % (relación precipitado
etanol 1:20), a temperatura ambiente; lavando finalmente con eter

etílico (relación precipitado-eter aproximadamente1:10).

Se centrifugó después de cada lavado, obteniéndose así las

proteínas purificadas de color blanco grisáseo y consistencia com
pacta.

2.6) Secado

Los precipitados se dejaron aproximadamente 12 horas en dese

cador y luego se extendieron en capa delgada y secaron a 45° (va

cío). Se obtuvieron en forma de polvo fino, blanco y liviano.

Sobre las proteínas obtenidas se practicaron los análisis
cuyos resultados han sido discutidos: pérdida a,100°, cenizas, ni
trógeno total, lisina disponible, hidratos de carbono totales,
fósforo total, fósforo de ácido fítico, calcio y ácidos clorogéni
COS.
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3) Determinación del pH de máximaprecipitación para las proteínas

obtenidas de acuerdo a la técnica que opera con remoción previa
de ácidos clorogénicos.

Se operó de acuerdo a la técnica de remoción de ácidos clo

rogénicos con agua destilada (pH 6,5 - 6,6) y dispersión del ma

terial nitrogenado en agua pH 8 a 11 y a temperatura ambiente, so

bre 60 g de harina de pepa industrial de girasol y llevando los li
quidos obtenidos durante la etapa de dispersión a un volumenfinal

de 1500 ml. en matraz aforado.

Este líquido con el material nitrogenado dispersado, er sepa
rado en alicuotas de 200 ml cada una y sobre el volumen restante

se tomaron tres prociones de 20 m1 cada una para determinar nitró

geno extraido.

Sobre las alícuotas de 200 ml se agregó solución de ácido HCl

hasta llegar al pHde precipitación que se deseaba estudiar, sien

do los valores de pHelegidos los siguientes: 3.5 - 4,0 - 4,2 - 4,4 

4,6 - 4,8 - 5,0 - 5,2 - 5,5 y 5,8.

En todos los casos se separó el precipitado obtenido por cen

trifugación y el liquido sobrenadante se decantó a un matraz afo
rado de 250 m1llevándose a volumen. Se tomaron distintas alicuotas

de acuerdo con el pH en estudio, para determinar la cantidad de ni

trógeno soluble (sobrenadante) en cada uno de los casos.
Conlos datos obtenidos se determinó la relación entre el ni

trógeno sobrenadante y el porcentaje de nitrógeno extraído, lo

que permitió construir la curva de valores de pH versus Nitrógeno

sobrenadante y fijar el valor de pHisoeléctrico.

Esta experiencia se volvió a realizar pero utilizando la tác
rica de remoción de ácidos clorogénicos con agua + HCl pH 4,4 y
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dispersión del material nitrogenado en agua pH 8 a 11; a tem

peratura ambiente. En este caso los valores de pHelegidos para la

precipitación fueron: 4,2 - 4.4 - 5.0 - 5.5 y 5.8 y se siguieron
loa mismospasos indicados anteriormente.
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4) Obtención del "aislado" proteico de soja a partir de harina

cruda industrial. Elección del pg óptimo de extracción.

4.1) En un tubo de centrífuga de 600 ml de capacidad,provisto de

agitador se colocaron 40 g de harina cruda de sola, dispersándo

los en agua llevada en un caso a pH 7,0 y en otro a pH 10,0.

En ambasexperiencias se realizó la extracción del material

nitrogenado siguiendo los mismospasos indicados para la disper

sión de proteínas a partir de la harina de girasol, por el méto
do que opera sin remoción previa de ácidos clorogénicos (ver item

2.3) o sea realizando 5 dispersiones sucesivas con agua destilada a pH

110”0 30+? con centrifugación después de cada una y reuniendo los
líquidos decantados en matraz aforado, llevando finalmente a volu

men. Se tomaron tres alícuotas para determinar sobre ellas el por

centaje de nitrógeno extraído.

4.2) Precipitación

Se lleva a cabo con solución de ácido HCl 5 N y luego con HCl

diluido (0,5 l) para ajustar el pH al valor de máximaprecipita

ción (4,4) agitando continuamente hasta obtener un valor de pH es
table.

Se realizaron inmediatamente 2 lavados acuosos con agua lle
vada a pH isoeléctrico, seguidos de centrifugación y luego se con

tinuó la purificación en iguales condiciones a la/s indicadas para
proteínas de girasol.

4.3) Secado

Se dejó en desecador durante 12 horas aproximadamente y lue
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go se secó (en capa fina) a 45° en estufa de vacio, hasta peso

constante, obteniendo así el rendimiento en precipitado final.

La proteína así aislada y seca presentó color blanco crema

y granulosidad fina. Los rendimientos se mencionaron en la Dis

cusión y sobre la mezcla homogéneade las distintas partidas lo

gradas se practicaron los análisis cuyos resultados han sido dis
cutidos.
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5) Obtención del "aislado"4proteico a partir de leche descremada
industrial.

5.1) A partir de 4,0 litros de leche descremadaindustrial, se pre

cipitaron las proteínas al valor de pHisoeléctrico (4,5) por agre

gado de solución de ácido HCl primero 5 N y luego diluída 0,5 N,

con agitación permanente, hasta lograr un valor de pH constante.

Se centrifugó el precipitado obtenido, decantando y desechan

do el líquido sobrenadante.

Seguidamente se lavó el precipitado con agua llevada a pH 4,5

por agitación fuerte, centrifugando después de cada lavado.

5.2) Purificación

Se purificaron las proteinas realizando tres lavados con eta

nol 95 % (destilado)y luego finalmente 1 lavado con eter etílico

(destilado), siempre por agitación fuerte y con centrifugación

después de cada uno de ellos.

5.3) Secado

Después de 12 horas en desecador se secaron las proteínas en

estufa de vacío a 45° hasta peso constante, lo que permitió cal

cular el rendimiento obtenido en el procedimiento.

Las proteínas purificadas mapresentaron en forma de polvo

fino, liviano y de color blanco. A

Sobre ellas se practicaron los análisis de composición ge

neral cuyos resultados figuran en la Discusión.



Ó- Determinación de lisina disponible
Se aplicó la técnica de Conkerton y Frampton (54) según se des

cribe a continuación.

Reactivos 1 soluciones

Sol. HaHC03 al 10 K.

Sol. alcohólica de 2,4-dinitrofluorbenceno: preparada por disolución

de 0,3 - 0,4 g de la droga en 10 ml de etanol 96 % destilado.

Sol. de HCl 6 I.

Sol. de BCI 1K.

Técnica

Preparación de 2,4-dinitrofenilproteinas
100 - 300 mg de muestra (por cuadruplicado) se pesaron en

erlenmeyer de 500 ml. Se agregaron 3 bolitas y 10 m1 de la solu

ción de ncho3 a cada recipiente. Se mezcló bien y dejó en reposo
por 10 minutos a la temperatura ambiente. Luego se agregaron 10 m1

de solución alcohólica de 2,4-dinitrofluorbenceno a tres de los re

cipientes. Todos fueron sacudidos suavemente en agitador mecánico

horizontal por 2 horas a la temperatura de la habitación.

Las mezclas fueron concentradas hasta casi sequedad pasando co
rriente de aire tibio sobre cada una de ellas.

A través de 4 extracciones sucesivas con eter etílico (porcio
nes de 50 m1) se extrajeron de las mezclas adicionadas de reactivo,

el exceso de éste y algo de 2,4-dinitrofenol producido en la reac

ción (producto colateral).
La cuarta muestra, a la cual no se agregó 2,4-dinitrofluorben

ceno y que sirvió comoblanco, fue extraída con dos porciones suce

sivas de eter etílico (50 ml).
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Para efectuar las extracciones, el eter se mezcló bien con la

masa semisólida y la fase etérea se separó después de reposo por

decantación. Por pasaje de corriente suave de aire tibio se elimina
ron las trazas finales de éter.

Hidrólisis de 2,4-dinitrofeniloroteínag
Las muestras y el blanco se hidrolizaron en autoclave por 6 hs.

(121°; 16 libras de presión) con HCl 6 H (50 ml). Inmediatamente y

aún calientes, los productos de hidrólisis fueron filtrados a tra

vés de crisoles filtrantes de vidrio prensado (G3) ayudando con va
cío. Se lavaron con agua destilada el erlenmeyerY'el filtro,hasta
un volumen cercano pero menor que 100 ml. Se trasvasaron a matra

ces aforados de 100 ml, completando el volumen con agua destilada.

mezclando bien.

Determinacióncolorimétrica de 8-2z4-dinitrofenillisina
De cada hidrolizado se separó una alícuota de 10 ml que fue ex

traída en ampolla de decantación con 4 porciones sucesivas de eter

etílico (50 nl c/u) para eliminar los 2.4-dinitrofenilaminoácidos
interferentes y el resto de 2,4-dinitrofenol. El blanco se lavó so
lanente dos veces con eter etílico. Las alícuotas así lavadas se
diluyeron a 25 ml con agua destilada en matraces aforados.

De cada solución se midieron alícuotas por duplicado (3 - 5 ml,

dependiendo de la intensidad del color) en matraces aforados de 25

m1. Una de ellas fue diluida a volumen con HCl 1K y la otra con so

lución acuosa de NaBCO310 %.
Se agitaron para mezclar bien y se leyeron las absorbancias

respectivas en espectrofotómetro a 360 nm. usando el blanco corres

pondiente comosolución de referencia.
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La concentración del 2,4-dinitrofenol (DNP), dada en mg/ml se cal

culó en base a 1a fórmula:

DNP = K (A1 - A2)

donde A1y A2 son las absorbancias correspondientes a las soluciones al
calina y ácida respectivamente; K (0,0158) es la recíproca de la dife
rencia-entre las absortividades del 2,4 dinitrofenol en mediosalcali

no y ácido respectivamente, determinados experimentalmente.

La concentración de la 8- 2,4-dinitrofenillisina.(E-DNPlisina),_en

mg/ml se calculó en base a la siguiente expresión:

e-DNPlisina = A - K DEP

K2

donde el valor de K1 es 77,4 (absortividad del 2,4-dinitrofenol), y K2
es 46,9 (absortividad de la.e-2,4-dinitrofeni11isina), medidosa
360 nmen solución alcalina.
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1)- Determinación de fósforo total

La técnica que se describe a continuación (¿2) se aplicó a la

determinación de fósforo total en las proteínas finales aisladas de

los materiales de partida (harina de girasol, de 3213 y leche des
cremada)y en los distintos productos de ceprecipitación ( proteí

na de girasol adicionada de cantidades crecientes de ¿gig o ¿2223
descremada).

Soluciones y reactivos

Se prepararon con drogas p.a. y agua bidestilada.

112804conc. (d: 1,84)

HNO3 65 %

32304 10 N
urea

Sol. de molibdato de amonio 5 %

Reactivo de Fiske-Subbarow: preparado por agregado de 0,5 g de Na2803

puro a una solución de 15 g de NaHSO3puro en 80 ml de agua bidestila
da, completando a un volumen de 100 ml. A esta solución se agrega

ron O,25 g de ácido 1-amino-2-naftol,4sulfónico, agitando enérgica

mente durante unos minutos. Se dejó en reposo (30 min.), agitó nue

vamente y filtró por papel. Se conservó en frasco caramelo de buen
cierre.

Técnica

Destrucción de materia orgánica

Se pesó exactamente una cantidad conveniente de muestra ("ais

lados" proteicos: 0.30 - 0.35g), de acuerdo con una estimación pre

via de posible contenido en fósforo. Se adicionaron 5 ml de P12804
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concentrado (d. 1,84) y 10 ml de HNO3 65 %, calentando cuidadosa
mente hasta aparición de humosblancos (sulfúricos). Se agrega

ron sucesivas prociones de HNO365 % ( de 2 m1 cada una) calen
tando después de cada agregado hasta humosblancos, hasta obte

ner un liquido limpido e incoloro (destrucción completa de ma

teria orgánica). Se agregaron 2 ml de agua bidestilada y unos

cristalitos de urea y se calentó nuevamentehasta humosblancos

(eliminación de restos de HNO3).
El producto de la mineralización se trasvasó a matraz afora

do de 25 ml, se llevó a volumen, midió una alícuota que se dilu

yó 10 veces (en todos los casos con agua bidestilada).

Paralelamente, se condujo un ensayo en blanco, en igualdad
de condiciones.

Reacción colorimétrica

Sobre el producto de la mineralización anterior, se procedió

a la valoración colorimétrica del fósforo total, según la técni
ca de Bartlett (SS), de acuerdo con el orden de agregado de reac

tivos que se indica a continuación.

- Medicióndel blanco o muestra (tres alícuotas con distintos vo

lúmenes, siendo el volumen mayor a medir de 2.1 ml) en tubos de

aproximadamente 15 ml de capacidad. l

- Aguabidestilada hasta completar a 2,1 ml de volumen total, si
las alícuotas fueron de menores volúmenes.

- 0,50 nl de ¡[2804 10 l, por igual a todos los tubos (blancos y
muestras).
- 2,00 ml de agua bidestilada a cada tubo, completando así un vo

lumen de 4,60 ml en total.
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- 0,20 ml de solución de molibdato de amonio.

- 0,20 m1 de reactivo de Fiske-Subbarov, que completan un volu

men total de 5,0 ml en cada tubo.

.Es importante para una formación homogéneadel compuesto

coloreado, agitar bien después del agregado de cada solución.

Los tubos tapados con una bolita de vidrio, se colocaron en

baño de agua hirviente durante 7 min. Se enfriaron y se leyó la

absorbancia en cubetas de vidrio de 1,000cm de espesor, en es

pectrofotómetro (Zeiss, PMQ II) a 830 nm, usando agua bides
tilada comoreferencia. Para cada serie de determinaciones se

midió el blanco respectivo.

Los contenidos en fósforo total se calcularon en base a 1a

curva de calibración lograda con solución patrón de KHZPO4(zoo/pg P/
100 nl), operando en igualdad de condiciones.

Los resultados se expresaron comoP total %de muestra.
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8) Determinación de fósforo corresoondiente a ácido fítico

La técnica que se transcribe (SG) se aplicó a los "aislados"

proteicos obtenidos a partir de la harina de girasol, de ¿gig y

a los distintos productos de coprecipitación (proteína de girasol

adicionada de cantidades crecientes de proteínas de ¿gig o ¿3225
descremada).

Soluciqggs y reactivos

Todas las soluciones se prepararon con drogas p.a.. usando

agua destilada.
- Sol. ácido tricloroacético (TCA)al 3 % (P/v).

- Sol. Feel3 (2 mg Fe*3/m1 en TCA al 3 96).

- Sol. Nazso4 al 3 % en TCA al 3 %.

- Sol. BCI 0.5 N.

- Sol. HCl 0,1 N.

- Sol. HaOH1,5 N.

- Sol. o-fenantrolina 0,1 %.
- Sol. clorhidrato de hidroxilamina al 10 %.

- Sol. buffer de acetato de Ha 2 M (272 g NaOAc.3 H20/1).
- Sol. azul de bromofenol (0,1 g de la droga, disolver en 1,5 m1

de HaOH0,1 N y llevar a 25 ml con agua destilada) (indicador

zona de viraje pH 3,0 - 4,6). 1

_ Sol. patrón de Fe+3z disolver 3,512 g de Fe(NH4)(SO4)2.6 320 p.a.
en agua destilada, agregar 5 gotas de HCl concentrado y diluir

a 500 nl con H20 destilada (1 ml : 1 mg Fe).

- Sol. patrón de Fe.+3diluida: preparada por dilución de 10 m1 de
la solución anterior a 1 1 con agua destilada (1 nl : 0,01 mg Fe).



Técnica

Extracción de fitatos y precipitación comosal férrica

Se pesó exactamente una cantidad de muestra que contuviera

entre 5 y 30 mg de fósforo de fitato (aproximadamente 1,5 a 3,5 g)

y colocó en erlenmeyer de 250 ml. Se extrajo con 50 ml de TCA3 %

por 30 min. (agitación magnética), con agitación manual ocasio

nal para bajar el material adherido a las paredes por encima del

nivel del liquido. Se centrifugó (20 min. a 2800 rpm) y filtró el

sobrenadante por papel de poro cerrado (b.azul S a S).

Se transfirieron 15 ml del-filtrado a un tubo de centrífuga

. cónico (aprox. 40 ml de capacidad). Se agregaron 4 ml de solución

de FeCl3, 2 o 3 gotas de solución de lia-“2804 3 % en TCA 3 % y ca

lentó en baño de agua hirviente durante 1 hora. Se centrifngó (20

min. 1500 rpm) y decantó cuidadosamente el sobrenadante claro. Se

lavó dos veces el precipitado por dispersión en 20 - 25 ml de TCA

3 %, calentando en baño de agua hirviente y centrifugando después

de cada lavado. Se lavó finalmente con agua destilada en igual for

ma (el precipitado de fitato férrico así lavado deberá ser blanco

o blanco-crema,sino lavar nuevamente). Se dispersó el precipitado
en pocos ml de agua destilada y se agregaron 3 m1 de NaOH1,5 N,

mezclando bien. Se llevó aproximadamente a un volumen de 30 m1 y

calentó en baño de agua hirviente durante 30 min. a fin de coagu

lar el Fe(OH)3recién precipitado. Se lavó dos veces el precipita
do con pr0porciones de 60 - 70 m1de agua destilada caliente, cen

trífugando después de cada lavado y desechando el liquido sobrena
dante.

Se disolvió el Fe(0H)3 lavado en 1 m1 de HCl 0,5 N calentando

86
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en baño de agua hirviente (aproximadamente 10 min.), y trasvasan

do a un matraz aforado de 100 ml con ayuda de 10 - 25 m1 de HCl

0,1 N (la cantidad de HCl total deberá tenerse en cuenta para que

al incorporar la solución buffer quede dentro de la zona de viraje
del indicador) y finalmente con agua destilada para llevar a 100 m1.

Reacción colorimétrica

Se midió una alícuota de la solución anterior (2 - 5 ml) en

matraz aforado de 25 m1, agregó 1 ml de la sol. de clorhidrato

de hidroxilamina 10 %, rotando el matraz por unos instantes para
favorecer el mezclado.

Se agregó solución buffer de NaOAc2 Men cantidad suficiente

para provocar el viraje del azul de bromofenol (#), se añadió lue

go 1 ml de la solución de O-fenantrolina, llevó a volumen con agua

destilada y mezcló bien. Después de reposar por 5 min. se leyó la

absorbancia en espectrofotómetro (Zeiss PMQ II) a 510 nm en cube

ta de cuarzo de 1,000 cm de espesor.

Paralelamente se efectuó un blanco con los reactivos. Se des

contó el valor del blanco.

Se preparó la curva standard midiendo alicuotas de la sol. pa

trón diluida de Fe(NH4)(SO4)2.6H20(1 ml: 0,01 mg Fe), y desarro
llando la reacción colorimétrica.

Se interpoló en la curva standard el valor de absorbancia co

rrespondiente a la muestra, despejando la concentración de FE.

(#)- La cantidad agregada se tiene en cuenta para su incorporación

en el ensayo en blanco.
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Se tuvieron en cuenta las diluciones realizadas y la canti

dad de muestra pesada para obtener el valor de Fe (proveniente

de fitato férrico) %de muestra. Dicho valor dividido por 1,20
da el valor de fósforo de fítico %de muestra.
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9) Determinación de calcio

Esta determinación se realizó sobre todos los "aislados" pro

teicos obtenidos a partir de la harina de girasolgyde 2213 , sobre

los distintos productos de coprecipitación (proteína de girasol

adicionada de cantidades crecientes de proteína de 5212 o leche
descremada), así comotambién sobre la leche descremada liofiliza

da y su "aislado" proteico respectivo.

Soluciongsgy reactivos

Todas las soluciones se prepararon con drogas p.a. usando

agua destilada.
- HCl concentrado.

- Sol. de verde de bromocresol ( 0,1 g de la droga se disuelven en

14,3 ml de NaOH0,01 N diluyendo a 250 ml con agua destilada) (zo

na de viraje 3,8 - 5.4).
- Sol. de HaOAc 20 %.

- Sol. de ácido oxálico 3 %.

- Sol. de NH OH 1 + 50.
4

- H SO concentrado.
2 4

- Sol. de KMnO 0,05 H (valorada).4

Técnica (ÉÜ

Se pesó exactamente una cantidad de muestra comprendida entre

3 y 5 g, que se calcinó en mufla (500 - 550°) hasta obtener ceni

zas blancas. Una vez obtenidas se agregó a la cápsula 5 m1 de HC1

concentrado, permitiendo que el ácido lave la porción superior de

la cápsula y evaporando hasta sequedad en baño de vapor. Se disol
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vió el residuo agregando 2,0 ml de HCl (conc.), medidos exactamen

te, calentando 5 min. en baño de vapor con vidrio de reloj sobre

la cápsula, lavando finalmente el vidrio de reloj con agua des

tilada. Se filtró el contenido de la cápsula por papel de poro

cerrado (b. azul S & S) en un recipiente de 400 ml, diluyendo a

150 ml con agua destilada.

Se agregaron 8 a 10 gotas de verde de bromocresol y solución

de NaOAc20 % en cantidad suficiente para cambiar el pH a 4,8 - 5,0

(azul), cubriendo con vidrio de reloj el vaso de precipitados y
calentando a ebullición.

Se precipitó el calcio lentamente por agregado de solución de

ácido oxálico 3 %, 1 gota cada 3 a 5 seg., hasta que el pH sea 4,4 

4,6 (óptimo para la precipitación del oxalato de calcio), lo que

se indica por el color verdoso de la solución (se debe evitar el

exceso de ácido oxálico indicado por tintes amarillos, que demues

tra un indeseable desplazamiento del pH). Se hirvió 1 a 2 min. y

dejó descansar durante una noche.

Se filtró la solución sobrenadante clara a través de papel de

poro cerrado (b. azul S & S), lavando el recipiente y el precipi

tado con aproximadamente 50 ml de NH4OH(1 + 50) en pequeñas por
ciones.

Se rompió el papel de filtro y lavó el precipitado con una

mezcla de 125 ml de agua destilada y 5 ml de H2304 (conc.) a 80 
90°, recogiendo en erlenmeyer de 250 ml.

Usando solución de KMnO40,05 N se tituló la solución antes
obtenida, a 70 - 90°, hasta obtener un ligero color rosado, agre

gando en ese momentoel papel de filtro y continuando la titulación

en caso necesario. Se corrigió por el blanco y expresaron los re

sultados como g o mg de calcio % de nuestra.
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11) Determinación de hidratos de carbono totales

La concentración en hidratos de carbono totales fue deter

minada por el método colorimétrico fenol-sulfúrico (56) (59) so

bre los "aislados" proteicos y c0precipitados mixtos.

Reactivosgxisoluciones

- Sol. de fenol al 5 %: preparada disolviendo en agua destilada 5g

de fenol (destilado bajo nitrógeno), llevando a 100 ml.

- H2304concentrado, grado analítico.
Sol. patrón de galactosa: preparada disolviendo galactosa pa

trón en agua destilada y llevando a volumen (1 ml de esta so

lución deberá contener alrededor de 70}Lgde galactosa).

Técnica

A 1 ml de la dispersión acuosa de la muestra conteniendo entre

10 y 70/¿g de hidratos de carbono totales, introducida en un tubo
de ensayos, se agregó 1 ml de la solución de fenol al 5 % y mezcló

bien. Por medio de una pipeta de escurrimiento rápido (cuyo orifi

cio de salida fue agrandado) se agregaron 5 ml de sulfúrico con

centrado, agitando bien para distribuir uniformementetanto el

reactivo comoel calor desarrollado por la reacción. Después de 10

min. de reposo, se introdujo el tubo en un baño de agua a 25 - 30°

por 20 min. Paralelamente se realizó un blanco con 1 m1 de agua

destilada en lugar de la muestra. Se midieron las absorbancias de

la muestra y del blanco en espectrofotómetro a 492 nm (#) (hexosas)

en cubas de cuarzo de 1,000 cmde espesor, frente a agua destilada.

Para cada determinación se midieron triplicados de la mues
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tra y del blanco y se calcularon los valores promedio de las absor

bancias respectivas. Luegode sustraer el valor del blanco, se de
terminó la cantidad de hidratos de carbono a través de la curva

de calibración previamente preparada para un azúcar particular (ga

lactosa patrón).

(#) Previamente a la obtención de la curva de calibración (standard)

se fijó la posición del máximode absorbancia para la reacción

con galactosa patrón (70/bg) entre 400 y 500 nm.
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12) Determinación de ácidos clorogénicos

Esta técnica (60) se aplicó a todas las harinas obtenidas a

partir de la sepa industrial de girasol y a los "aislados" pro
teiccs nrovenientes de esta fuente.

Soluciones y reactivos

- Etanol : agua 4 : 1.

- Etanol : agua 9 : 1.

- Sol. de ácido acético 10 %.

Técnica

Se nesaron exactamente 3 g de muestra para el caso de harinas

y alrededor de 20 g de muestra para el caso de "aislados" y se ex

trajeron con 50 ml de la mezcla etanol : agua 4 2 1 durante 12 hs.

en extractor contínuo (Twiselman).
El extracto alcohólico obtenido se filtró cuantitativamente

a un matraz aforado de 50 ml, llevando a volumen siempre con la

misma mezcla etanol : agua.

De la solución del matraz se tomó una alícuota (20 - 70 .1)

para efectuar la cromatografía en oapel.

Para 1a cromatografía en papel se utilizó panel WhatmanNo 1;
cubas cromatográficas chicas y sin nrevia saturación con el sol

vente. La cromatografía fue ascendente. El solvente de desarrollo

usado fue una solución de ácido acético 10 %y el tiempo de corri

da fue de aproximadamente 1 hora 50 min. (espacio recorrido 17 a

18 cm). Se sacaron las tiras de papel de la cuba cromatográfica

dejando secar al aire.
Se localizó el ácido clorogénico bajo la luz ultravioleta
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y se recortó la manchacorrespondiente.

Se cortó en neoueños cuadraditos (1a mancha separada), colo

cando los trozos en un tubo con buen cierre y agregando 5 m] (exac

tamente medidos) de etanol z agua 9 : 1. Se agitó durante 5 min.

para extraer el ácido clorogénico y luego se centrifugó. La ab

sorbancia de la solución sobrenadante se midió a 330 nm, en cube

tas de cuarzo de 1,000 cm de espesor, usando un espectrofotómetro

Zeiss PMQ II.

Se preparó la curva standard utilizando distintas diluciones

de una solución patrón de ácido clorogénico obtenida pesando 25 mg

de este compuesto y llevandolos a 25 ml en matraz aforado; midien

do la absorbancia de las mismasen las condiciones indicadas ante

riormente.

Se interpoló en la curva standard el valor de absorbancia co

rrespondiente a la muestra y teniendo en cuenta las diluciones rea

lizadas, la cantidad de muestra sembraday la masa pesada,se obtu
vo la concentración de ácido clorogénico %de muestra.
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PARTE IV

RESUMEN Y C(,Ï.‘iCIUSI CNES

a) En nuestro país, la cosecha de girasol es significativa
cuando se la compara con las de otras oleaginosas y los subpro

ductos remanentes de la extracción del aceite (harinas, "expellers",
tortas residuales) constituyen similarmente fuente de proteínas de

importancia económica. En relación a ello se hace una reseña de

los trabajos realizados hasta el presente sobre composición gene

ral y valor nutritivo de sus proteínas para uso en formulaciones
de dietas para humanos.

Paralelamente se discute acerca de la ocurrencia y elimina

ción de compuestospolifenólicos (ácidos clorogénicos y otros re

lacionados) presentes en las harinas oe girasol.
Finalmente se presenta la información recogida en literatura

sobre estudios de aislamiento de proteínas y su suplementación lle

vados a cabo hasta el presente.

b) El trabajo presente se ha orientado esencialmente al es

tudio de métodos de aislamiemto de proteínas blancas a partir de

harinas de extracción de pepa industrial de girasol, incluyendo
rendimientos y principales características físicas y químicas de
los "aislados" proteicos logrados y su suplementación con proteí

nas de soja o de leche descremada , fuentes ricas en lisina (pri
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mer aminoácido limitante en girasol).

Contó con los siguientes pasos previos: estudio de 1a compo

sición general y de algunos componentesen particular de los mate

riales de partida: de la remoción de la mayor parte de los compues

tos clorogénicos de la harina a fin de obtener "aislados" protei
cos blancos (extracción de proteínas en medio acuoso netamente al

calino, pH 8 a 11 y precipitación a pH isoeléctrico) y de su com

paración con los resultados logrados de acuerdo al método de ais

lamiento de proteínas directo (INTI, extracción acuosa a pH 7,0 y

precipitación a pHisoeléctrico, sin separación previa de ácidos
clorogénicos).

Elegido el métodomás conveniente, resolver a escala de labo

ratorio, el aislamiento de proteínas blancas en cantidad suficien

te a fin de determinar sus características físicas y químicas: con
siderar la suplementaciónde tales proteínas (deficientes en lisi

na) por coprecipitación con proteínas de soja y de leche descre

Eagg en base a valores de cómputos químicos calculados para am

bas fuentes (girasol-so a y girasol-leche descremgga), contando
con el estudio previo de rendimientosy características analíticas
de los "aislados" de cada una de las fuentes separadamente;

La experimentación conducida en este trabajo llevó a las si

guientes conclusiones:

1) El análisis de composición general de las harinas de ex

tracción de pepa industrial (hexano, laboratorio), del "lex" (ha
rina industrial) y de la pepa descascarada por flotación (labora

torio, hexano) permitió comprobar que a menor contenido en fibra

corresponde mayor contenido en cenizas y en materia nitrogenada:



el endospermo es de mayor riqueza que la cáscara.

2) El análisis comparativo de contenido en ácidos clorogéni

cos en harina de semilla integral, pepa descascarada y pepa in

dustrial obtenidas por extracción con hexano (laboratorio) y "lex"

(harina industrial), procedentes todas de una mismapartida de

semilla original muestra un mayor nivel en la proveniente de pe

pa totalmente descascarada (4,16 %), correspondiendo el menor va

lor al de la harina de semilla integral (3,01 %)y cifras simila

res (algo superior para el "lex") sobre harinas de pepa industrial

y "lex" (3.47 y 3.22 respectivamente), poniendo en evidencia la

mayor riqueza en dichos compuestos de la pepa.

Aparentementeel procesado industrial no ejerce influencia en

el nivel de estos compuestos (3.47 y 3,22 %).

3) La remoción eficiente de ácidos clorogénicos (obtención de

proteínas blancas) operada sobre "lex" y harina de pepa industrial

se logró con agua clorhídrica (pH 4,4) (menor pérdida de material

nitrogenado que se refleja en el mayorporcentaje de nitrógeno dis

persado en harina agotada) en comparación con los otros solventes

usados (agua pH6,5 - 6,6; solución de ácido cítrico - citrato de

sodio pH 4,4). a temperatura ambiente.

Se señala una mayor remoción de ácidos clorogénicos paralela

mente al aumento de temperatura, no aconsejable porque conduce a

una pérdida mayor de material nitrogenado.

4) El "lex" o harina industrial no resulta materia prima con

veniente para la obtención de "aislados" proteicos en razón de un

bajo rendimiento en nitrógeno dispersado (42 - 49 %) respecto del

de la harina de extracción (hexano) (72 - 87 %), atribuible al efec



98

to desnaturalizante del proceso drástico aplicado en la separa
ción del aceite.

5) La remoción de los ácidos clorogénicos, que ocasiona para

lelamente eliminación parcial de material nitrogenado, conduce al

desplazamiento del valor de pH de máximaprecipitación de proteínas

(de 4,4 6 4,6 a 5.5). dispersadas a partir de la harina remanente

(pH 8 a 11). Ese valor de pH isoeléctrico (5,5) coincide con lo

señalado en literatura, en condiciones similares.

No obstante, de continuar operando la precipitación al valor

de pH 4,4 - 4,6 ; no ocasiona pérdidas significativas en el rendi

miento final del "aislado" respecto del obtenido por el métododi

recto (sin remoción previa de ácidos clorogénicos; pH 7,0 - 7.5

de dispersión). Por otra parte resulta conveniente para la cepre
cipitación con proteínas principalmente de fuentes vegetales (ej.

¿233).
6) Se señala 1a no conveniencia, en el método directo de ob

tención del "aislado", de operar a temperaturas superiores a la

ambiente (ej. 45°), que si bien permite dispersar mayor cantidad

de material nitrogenado de la harina, aumenta la velocidad de oxi

dación de los ácidos clorogénicos (coloración verde proveniente de

condensación de quininas coloreadas con proteínas)._

7) El análisis comparativode los "aislados" proteicos logra
dos por ambos métodos(con o sin remoción previa de ácidos clorogé

nicos) a partir de 1a mismamateria prima, permitió observar un

mayornivelde lisina disponible y un contenido ligeramente superior

en ácidos clorogénicos para el producto obtenido por el segundo

método (sugiriendo que parte de la lisina se pierde unida a los áci
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8) Un balance de distribución de ácidos clorogénicos en las

distintas etapas de los dos métodos de obtención de "aislado" pro
teico, permitió señalar que un 45 %del contenido inicial en ha

rina queda eliminado en su remoción previa y del resto, la mayor

parte queda retenida en el residuo agotado desoués de la disoer

sión del material nitrogenado.

Por el contrario en la dispersión directa del material nitro
genado, la mayor pr0porción de los ácidos clorogénicos se elimina

con el líquido sobrenadante después de la precipitación de las pro
teínas.

La separación previa incide hacia una menor retención de di

chos compuestos en el producto final (0,029 y 0.085 % de "aislado"

respectivo.
9) Del análisis de composición del "aislado" proteico obteni

do por el método directo (sin remoción previa de ácidos clorogéni

cos) merece señalarse el nivalsignificativamente bajo de ácido fí
tico (fósforo de ácido fítico : 26 %del fósforo total retenido

en el precipitado) comparativamentea resultados logrados sobre

"aislados" de trabajos anteriores (obtención de "aislados" pro
teicos sobre material nitrogenado dispersado directamente a pH

10 - 11; 53 %). Se sugiere que el Operar a un pH de disoersión de

proteínas tan alto (pH 11) permitiría una mayor/extracción de fi

tatos que luego, al valor de pH isoeléctrico, quedarían comocom

plejos insolubles conlas proteínas.
Tambiéncabe destacar que el valor de lisina disponible (3,30

g lis/ 16 g N) resultó muysimilar al de la harina de partida (3,27



1’.‘(L'

v lis/ 16 g R) y muy sunerior al oe los "aislados" obtenidos en un

trabajo anterior por disnersión directa a pH 10 - 11 (proteínas

verdes, lisina disnonible 2,2 v nroteínas blancas obtenidas en

presencia de NaZSOÉ,2.4 g lis/ 16 g N).
En el "aislado" final no se detecta la "resencia de calcio,

por los métodos corrientes.

10) El análisis de 1a harina de sola (harina cruda de extrac
cción industrial, para nrenaración de "aislados") estudiada en su

composición general registró datos similares a los señalados en
literatura.

11) A partir de la harina cruda de ¿gig se obtuvieron "ais

lados" proteicos que corresnondían a dispersión de material nitro

genado realizadas a pH 7,0 y 10,0 respectivamente observando valo

res similares en rendimiento y lisina disnonible (6,50 y 6,30 g

lis/ 16 g N respectivamente); condición favorable, nor otra Dar

te, para la obtención de "aislados" mixtos c0n girasol. En ambos

casos los contenidos en lisina disnonible fueron superiores a los
mencionadosen literatura para "aislados" ( de literatura 5,4 

6,0 g lis/ 16 g N) (SK).

12) Sobre la base de los valores calculados del cómputo quí

mico teniendo en cuenta el aminoácido limitante en proteínas "ais

ladas" de girasol (lisina) y de proteínas "aisladas" de soja (azu
frados) y los rendimientos respectivos, las mehclas de proteínas

(en el coprecipitado mixto) más satisfactorias estarían comprendi
das en el rango de 40/60; 50/50 y 60/40 respectivamente.

Aparentemente para la pronorción de 70 % de nroteínas de soja

y 30 %de proteínas de girasol, el coprecipitado sería ya deficien
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Te er azufraoos, lo que limitaria su aprovechamiento.

Las proporciones antes mencionadas cubrirfan prácticamente

los requerimientos, en conrecirítados logrados nor los dos nro

cedimientos antes descrintos (con o sin remoción previa de ácidos

clorogénicos). Se observa comparativamente valores superiores de

rendimiento y lisina disponible cuando se trabaja con el segundo
de los métodos mencionados.

13) Los valores hallados por cómputoquímico se vieron confir

madosa través de la evaluación de lisina disponible en los distin

tos "aislados" mixtos obtenidos: a mayornivel de proteína de 52

13 en el coprecinitado mayorconcentración en lisina disponible.
Para la estimación de la suplementación por cómputo qui

mico en base a los contenidos de aminoácidos azufrados de ambas

fuentes, se partió de valores de literatura. Sin embargoresta su
confirmación a través de las determinaciones de tales aminoácidos

(aminogramas)en los "aislados" de partida y en los coprecinita

dos a fin de verificar si las predicciones son correctas.
14) Con fines comparativos y complementarios de los estudios

anteriormente señalados, se analizaron tanto los "aislados" obte

nidos de ambas fuentes, comolos "aislados" mixtos conrecipitados,

en sus contenidos en cenizas totales, fósforo total y fósforo de
ácido fítico e hidratos de carbono totales.

Los contenidos en cenizas presentan un valor máximopara el

"aislado" de 5213 (0,48 %), siendo menores los corresnondientes

a todos los coorecipitados y al de girasol solo (0,27 - 0,47).
El contenido en fósforo total evidencia una tendencia defini

da al aumento a medida que se incrementa el porcentaje de pro
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los niveles de fósforo de ácido fítico oscilan dentro de un margen

estrecho para rodos ellos (0,16 - 0,19 %), mostrando un predominio

en fósforo total para la proteína de ggj_.
Una tendencia similar se observó en el contenido en hidratos

de carbono totales, cuyo mayor valor se registró para el "aislado"

de ggjg (4,55 %) y el menor para el de girasol (2,26 %).

15) Sobre la base de datos experimentales llevados a cabo

con ¿espe fluida, descremada industrialmente (2,86 %de proteína

cruda, 9.5 g lis/ 16 g N) para la obtención del "aislado" pro

teico (rendimiento 87.5 %del contenido proteico del material de

partida, pHisoeléctrico 4,4 - 4,6), se consideró comouna fuen

te importante a fin de utilizarla en la sunlementación de proteí

nas de girasol (deficientes en lisina).
Un cálculo previo (cómputo químico) permitió considerar los

distintos porcentajes de proteina de leche a incorporar a las de

girasol a fin de lograr "aislados" mixtos homogéneosy de mayor va
lor nutritivo.

16) Las experiencias realizadas mezclando ambas fuentes pro

teicas, antes de la dispersión de las proteínas de girasol; es
decir operando la extracción de proteínas de girasol directamente

con leche descremada_ en vez de agua,a pH 7,0;condujer0n a resul
tados irregulares y de bajo rendimiento en coprécipitados mixtos

(ocurre parcial precipitación de proteínas de girasol que se pier
den con la separación del residuo agotado de la harina). Ello es

taria ligado posiblemente, a la presencia de suficiente cantidad
++de iones Ca aportada por la leche. En favor de esta suposición
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con tenor de lisina disnonible similar a lo esperado, logrados en

coorecinitaciones de proteinas de girasol obtenidas a oartir de la
harina dispersada en agua, a las que se le incornoró caseina indus

trial (libre de Ca++)y de coorecinitados logrados oor agregado

de leche descremada al liquido de dispersión de nroteínas de gira

sol ya separado de la harina residual (pH 7,0), nara oroseguir en
amboscasos con la conrecipitación a1 valor de pH isoeléctrico (4.4

4,6).
Aparentemente la mezcla 70 % de proteína de girasol, 30 % de

proteína de leche descremada (o mejor aún 65 : 35 %) serían las

que cubrirían satisfactoriamente los requerimientos del aminoácido

lisina en dietas para humanos.

El incremento de lisina fue significativo para todas las com

binaciones ensayadas (60 : 40; 70 : 30; 80 : 20 %). E110 represen

ta un ahorro, desde el punto de vista económico, respecto de la

fuente de mayor costo (proteina de leche) cuyo efecto sobre las

proteinas de girasol se hace notar desde niveles tan bajos como

20 % y probablemente menores.

17) A los efectos de una mayor información, surge de la ob

servación de los valores de composición de los distintos "aislados"

mixtos logrados y de los de las fuentes de origen; que a medida

que aumenta el nivel de proteína de leche en el coprecipitado au

menta el contenido en hidratos de carbono totales, desciende el

fósforo de ácido fítico, se mantiene prácticamente constante el

fósforo total y asciende el porcentaje de calcio. El valor más sig
nificativo reside en el contenido en lisina disponible que aportan
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, , o .¿as protelnas oe leche, con un descenso aorec1ab1e a mayores pro

Dorciones de proteína de girasol en el coorecioitado mixto.
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Experiencias Futuras

El presente trabajo se llevó a cabo con el objeto de estudiar

la obtención de proteínas de girasol blancas y de las condiciones
óptimas de obtención de "aislados" mixtos por c0precipitación y

y paralelamente el efecto suplementario de niveles crecientes de

una proteína rica en lisina sobre la calidad de la proteína aisla

da de la harina de pepa industrial de girasol (deficiente en lisi
na).

Surge de interés, para experiencias futuras, llevar a cabo

evaluaciones biológicas (NPU,PER)a fin de confirmar los datos

logrados por cómputoquimico y por evaluación de lisina diSponible

en los productos finales. Asimismola evaluación de otros aminoá

cidos esenciales cuyos niveles estén relacionados a la calidad de

las proteinas en ensayo.
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