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PARTE I

INTRODUCCIO!

Enfoque global sobre me joras en el valor nutritivo de fuentes

proteinicas,

Proteinas de semilla de lino. Composicién. lle joramiento del va-

lor bioldégico por surlementacidn.

Caseina industrial. Obtencidn. Co.ivosicidén. Valor nutritivo.

Ensayos ds suplementacidén por coprecipitacidn de proteinas vege-

tales con caseina. Antecedentes,
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1)~ Enfoque global scbre mejoras en el valor nutritivo de fuentes

proteinicas.

En los programnas sobre me joras en cantidad y calidad nutriti-
va de los alimentos en general, y en particular, desde el punto de
vista caldérico-proteico, existen enioques muy interesantes, que van
abriéndose paso con mayor o menor €xito segun sean las positilida-
des y disponibilidades de cada pals. Entre ellos caben citarse los
e joramienlos en prdcticas apricolas y ganuderas (mayor productivi-
dad), en genética de plantas y animales (proteinas de mayor valor
bioldégico, reduccién o eliminacidbén de tuctores antinutricionales y/
o tdéxicos, mayor rendimiento en peso, etc.), el enriquecimiento de
los alimentos (agregado de aminodcidos esenciales, vitamines, mine-~
rales) y el progreso tecnolégico de alimentos elaborados (obtencién
de concentrados y aislados proteinicos, formulaciones de alto conte-

nido proteico y bajo costo, proteinas funcionales, etc.).

Dentro de los planes nutricionales, un nuevo onfoque actualmen-
te en auge, es la distribucién de excedentes de prcduccidén por par-
te de palses altamente inductrializados hacia los poco y no desarro-
llados, espccialmente de trigo, leche descremada y subproductos de
la industrielizacién de oleaginosas (tortas, "expellers" y hari ..s
residuales) y de productos ldcteos (caseinatos, sueros o liquidou

residuales de la manufactura del queso y de la cuseina),

Sobre todo a medida que los alimentos bdsices van siendo menos
abundartes en el mundo entero, revisten mds importancia aquellos
prograwas que tienden a evitar "pérdidas por derroche" de productos
potencialmente nutritivos. Es probable que en estos intentos de "“pre-
vencién de pérdidas potenciales de nutrientes" (1), haya tantas o
mds posibilidades de modernizacidn en los aspectos tecnolégico y so-
cial, que en las soluciones directas con mires a la nutricidén de un

pueblo. No ohstante, como requisito previo. es importante tener no-
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cién de 1la disponibilidad de esas nuevas fuentes a fin de proporcio-
nar un beneficio mdximo (nutricional-econdémico) para la alimentacidn
del ser humano y de los animales. Es evidente que ello variard de u-

na regién a otra y de un nivel socioecondmico a otro.

No hay dude, que frente al problema calérico-proteico (sea és-
te originado por fulta de recursos o por distribucidén despareja),
un rvais encontrard la solucidn mds ventajosa utilizando aquellas
fuentes que esté er mejor situacidén de producir, tratando de hallar
la munera 8ptims de uacscciarlas, suplementarlas o modificarlas a fin

de elevar tanto el contenido como la culidad de sus proteinas,

En estos dltimos afios lag oleaginosas y los subproductos de su
industri::lizacién (tortas, "exnellers", harinas residuales de la se-
paracién del aceite) y las leguninosi. de grzono comestible, tienen
atencidén preferencial dentro de 108 ;lane:g que tratan de mantener
un balance entre l2 expansidén demogrdfice y la disponibilidad de fuen-
tes proteinicas., Asf, la suje, el girasol, el algoddén y el man{ fi-
guran entre las de mayor utilizacidén y consumo. No obstante, para
ciertos pafgses, alguna otra fuente de proteina distinta de las antes
mencionadas, puede constituir un recurso primordial (coco, palma,

hojas, etc.).

2)~- Proteinas de semilla de lino. Composicidn. lie jorumiento del va-

lor biold¢ico por suvlementacién.

En nuestro pais, l:i serilla de lino ocupe el tercer lugar como

oleagiroca, después del girasol y de lu soja,

Los ailos anteriorss 8 low de lu cosecha actual (371.800 ton.,
1975/76) mostiraban un cuadre mids favorable, Tomando como buse el pe-
riodo 1960/76, la producciérn fue superior en un 33 y 56 % sobre las

de los afios anteriores y subsifguientes, respecto del vulor mdximo
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en el rendimiento en cosecha logrado en 1962/63 (838.600 ton.)(").
Esta comparacién refleja unas falta de equilibrio en su produccién
que podria resultar desventajosa si se tiene en cuenta, que entre
los subproductos vegetales ricos en proteinas (de acuerdo con resul-
tados iniciales obtenidos dentro de este enfoque), el aislado protei-
co de lino ofrecia perspectivas alentadoras para su industrializacién,
al igual que el aceite extraido de esta oleaginosa (2) (3) (4) (5)

(6) (7) (8) (9). En este aspecto, Cattaneo proporcioné en un Infor-
me (10) una evaluacidn comorensiva acerca de la utilizacién potencial
del aceite de semilla de lino oleaginoso y de los subproductos de su
industrializacidén. Considerd los siguientes objetivos:

Sobre aceite de lino crudo, la obtencién de monoglicdéridos de
dcidos totales para su uso como emulsificantes (de indole "secante")
en formulaciones de plaguicidas liquidos acuosos; sobru aceite de
lino semi-refinado y refinado, y a través de difcrentes procbsos de
hidrogenacién (selectiva y no selectiva), asegurar la transformacién
de trienos no conjugados (linolénico) en dienos a fin de permitir
desodorizaciones correctas, productos estables (sin problemas de "fla-
vor reversion") y de distintas caracteristicas fisico-quimicas, ase-
gurando a la vez que los sistemas de hidrogenacidn no den lugar a
conjugacién apreciable de dobles enlaces y a la formacién de mondéme-

ros ciclicos en el producto lerminado.

Forchieri (2) en un estudio realizado sobre composicién acidi-
ca de aceites de semilla de lino, anulizé en su composicidn guneral,
las harinas remanentes de la extraccién del aceite uexano, Soxhlet)
registrando, con sé6lo dos excepciones, un aumento en 8l contenido

proteico con el avance de la época de siembra (valores extremos:

(*)- Valores obtenidos en la Seccién "Estimaciones Agropecuurias"
uel Ninisterio de Agricultura de la Nacidn.
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Nx6,25; 38.4-47,7 % b.s., mayor concentracién de valores 42-45 %
para B0 partidas correspondientes a distintas variedades de semilla),
De acuerdo con las determinaciones efectuadas sobre una uUnica mues-
tra (mezcla de las 80 harinas antes obtenidas), la composicién gene-
ral representativa de la misma fue la siguiente: humedad 11,63; ce-
nizas 5,46; fibra cruda 7,98; extracto en éter etilico 0,97 y nitré-
geno (Kjeldahl) 5,95 7% (proteina bruta 42 %) en base seca.

Estas experiencias preliminares, unidas a otras similares halla-
das en literatura, indicaron que la harina de semilla de lino podia

ser aprovechada coino fuente potencial de protein:.,

As{, el contenido proteico en semilla entera, 26-28 % b,s,, se

eleva a 40-48 % b.s. en la harina integral de extraccién del aceite.

La presencia de principios téxicos y antinui. icionales (glicé-
sidos cianogénicos y factor antipiridoxinico), la dificultad prdcti-
ca de separacidn cdscara-pepa, y la cantidad significativa de muci-
lagos que coatiene la semilla, constituyeron lus razones que justi-
ficaron el aislamiento de las proteinas a partir de la harina inte-

gral residual, con destino a la alimentacién humana.

Asi, Bertoni y Cattaneo (4), describieron un procedimiento a
escala de laboratorio para el aislamiento de lus prcteinas, que com-
prende unu etapa de dispersién a pH 9,5 (NaOH) a temp. amb,, sesui-
da de precipitacién a pH isoeléctrico (4,0; HC1l), tratamientos de
purificacidn de las oroleinas vrecipitadas a través de lavados acuo-

sos a pH 4,0 y etanélicos (Y5 ,5) y finalmente secado (vacio) a 459,

El procedimiento utilizado, a la par que eleva la concentracidn
proteinica, elimina el residuo de hidratos de curbono insolubles,
remueve los factorcs tdédxicos, los 1lipidos residuales que acompafian
a las proteinas en su precipitucién y muy probablemente otros mate-

riales no deseubles que estdn presentes tanto ¢n la semilla como en



la harina de extraccién (pigmentos. taninos).

E1l producto obtenido presenta, una vez seco, aspecto de polvo
fino, liviano, blanco, inodoro e insipido, cualidades que permiti-
rian incorporarlo a los alimentos sin afectar su apariencia, color,

sabor y arome particulares.

Operaciones en escala macro de laboratorio permitieron obtener
cantidad suf'iciente del "aislado" para su andlisis de composicién

general y evaluacidén nutricional.

E1l rendimientq en aislado proteico (seco a 452) oscild entre
22,0 y 24,5 % de harina y sus caracteristicas analfticas fueron las
giguientes:

Pérdide a 1009 (vaclo) 6,08; cenizas 0,35; nitrégeno (Kjeldahl)
12,1 (12,9 % b.s. y libre de cenizas); fésforo total (como P) 0,45
y fésoforo (dcido fitico) (como P) 0,36 % (80 % del P total).

El bajo valor de nitrégeno (equivalente a aproximadamente 80 %
de proteina bruta) resulté coincidente con el observado en el Centro
de Investigacidn de Grasius y Aceites (CIGA) y con lqgs publicados en

diversos trabajos (3).

Sosulski y Bakal (5), en sus trabajos iniciales sobre proteinas
aisladas de distintas semillas de oleaginosas (nabo, lino y girasol),
sefialaron los siguientes valores de composicidén general para harinas
correspondientes a tres variedades de semilla de lino oleaginoso,
obtenidas en condiciones suaves de cxtraccidén uel uceite a fin de
no dafiar el valor nutritivo de sus proteinas (hexano, temp, amb.):
Proteina cruda 43,1-4%,5; fibra cruda 10,0-10,2; cenizas 5,9 y ex-

tracto libre de nitrégeno 38,6-40,8 4 (b.s.).

Las proteinas aisladas por ¢l procediniento de dispersidn alcali-

na y precipitecidn dcida au pH isoeléctrico, lavadas con agua y lio-
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filizades, meostraron un contenido de 11,2-12,7 % de nitrégeno (b.s.),
operando con un rendiciento en "aislado" del 36,8-40,0 % (respecto

de harina de extraccidén).

Comoarativamente a los resultados logrados por Bertoni y Cattd-
neo (4), el mayor tencr en nitrégeno de la harina de partida (7,0
respecto de 5,9 %), condujo probablemente a un mayor rendimiento en
aislado (37-40 # respecto de 22,0-24,5 %), siendo en cambio algo in-
ferior la pureza del mismo (11,2-12,7 3 respecto de 12,9-13,3 % de
nitrégeno, b.s.). Sosulski relaciona este bajo contenido en nitré-
geno en el aislado final, con la presencia probable de compuestos
no nitrogenados en &lta proporcidén. En razén de ese bajo valor en
nitrégeno y frente al comportariento particular del codgulo recien-
tewente obtenido en la precipitacién de proteinas (fuerte retencién
acuosa), Bertoni y Cattdneo consideraron la probable presencia de

polisacdridos en el aislado purificado final,

A través de dos sucesives redisoluciones (pH 10,0-10,5) y repre-
cipitaciones (pH 4,0), efectuadas sobre el aislado, no registraron
prdcticamente incremento en si contenido en nitrégeno (12,9; 13,0 y
13,3 % sobre proteinas secas a 452 -~ 13,4; 13,5 y 13,8 % sobre pro-
ducto seco a 1009, vacio), en concordancia con lo mencionado por

Smith y col. (3) en experiencias similares,

En este ultimo producto, estimaron la concentracidén en hidratos
de carbono totales en anroximadamente 20 % (método fenol-sulfurico),
entre los que pudieron identificar la presencia d¢ galactosa, ramno-
sa, xilosa, arabinosa y glucosa (previa hidrdélisis, cromatografia
descendente sobre papel). De las referencias de literatura surge la
analogia de composicién cualitativa para hidratos de carbono en sl

hidrolizado y los componentes del mucilago contenidos originalmente



en la semilla (11) (12) (13).

Un fraccionamiento en columna de Sephadex (medicién de la absor-
bancia de las fracciones eluidas en UV), les permitié poner en evi-
dencia la desigual distribucién en la asociacidén hidratos de carbo-

no y proteinas en el aislado final obtenido (14).

Desde el punto de vista de su evaluecidén nutricional, el andlisis
del contenido en amino&cidos esenciazles de la proteina as{ aislada,
mostrdé una composicién equilibrada, no obstante verse limitada su
calided biolégica por un bajo nivel en lisina, como surgié de su com-
paracidn con los requerimientos para la rata en crecimiento., lLos va-
lores para aminodcidos azzufrados, treonina y leucina tumbién se es-
timaron como subdptimos. De ahf que su valor nutritivo haya resulta-

do inferior al de la caseina tomada como control, Las Tablas 1 y 2

agrupan el conjunto de datos logrados por Sambucetti y Sanahuja (8).
La primera ilustra sobre la composicién en aminodcidos esencieales,
incluyendo el valor de lisine disponible del aislado antes obtenido

y la segunda los valores logrados en su evaluacidén bioldgica,

Tabla 1

Contenido en aminodcicos esenciales. Aislado proteico de harina in-

tegral de semilla de lino,

g/16 g N
lisina total 4,11
lisina disponible 3,67 (89 % de la total)
triptofano 1,30
metionina 2,32
cistina 1,46
fenilalanina 4,47
tirosina 2,39
leucina 5,28
isoleucina 6,09
valina 4,95

treonina 3,33



Tabla 2

Valor nutritivo de la proteina aislada de harina integral de semillae

de lino.

Relacién de tuficacia Proteica (REP) 1,76 (caseina 2,5)
Utilizacién Proteica Neta (UPNjg) 57,80t 3,80 (*)
Utilizacidén Proteica Neta "standard" (UPNgt) 61,10+ 4,50 (°*)
Digestibilidad (D) 91,12* 4,00

Valor Biolégico (VB) 63,4

(7)- Mediaf desviacién standard de la nmedia.
("~)- Valor calculedo con la media de la UPNop10 segun la férmula

UPNopx 54

54 - P 8

En lo referente a inocuidad, las observaciones realizadas (8)

no evidenciaron signos de dafio vatolégico a excepcidén de una ligera
infiltracién grasa en higado, ni se menifestaron sintomas de mal fun-
cionamiento en los parZmetros anelizados, dentro del término de la
experiencia (4 semanas). No obstante, cabe sefialar que en este aspec-
to, se requieren ensaycs de toxicidad de mayor duracién a fin de con-
siderar su incorporacién a formuleciones para la alimentacién huma-

ne,

Continuando sus estudios previos sobre composicién de harinas
y aislados proteinicos de semillas de oleaginosas, Sosulski y Sarwar
(6) encararon el aspecto nutricional de los mismoe, De la comparaocién
de valores individueles de los aminodcidos esenciales hallados para
harina y aisldado de lino y caseina (procedimiento Spackman, aneliza-
dor automdtico), tanto la harina como el aislado resultaron muy de-
ficientes en lisina, como puede observarse en la Tabla 3, Los auto-
res sefialaron, ademds, un alto nivel en el aminodcido no esencial
dciuo glutdmico y en arginina respeclo de los de caseina tomada como

referencia.
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Tabla 3

Reluciones de aminodcidos esenciales (mg aa/ g N muestra) de casei-

na, harina y aislado proteico de semilla de lino.

Aniuodcido Caseina Lino
Harina Aislado

arginina 200 675 641
histidina 150 131 119
isoleucina 337 244 269
leucina 662 343 378
lisina 512 237 193
metioninu 163 106 125
metionina+

cistina 194 275 281
Tenilalunina 306 256 294
fenilalaninra +

tirosina 043 387 475
treonina 256 187 212
triptofano 181 81 87
valina 418 306 344
Total (EAA) 3203 2060 2239
TEAAls3 80 69 75
Score prot.l'2 57 82 61

l- Arginina e histidina no inclui:das en el cdlculo.,

2- Basado er el patrén FAO 1965 (proteina de huevo).

3- ledia geométrica de las relaciones de los aminodcidos esencisles
en una rroteina a aquél]as de la de referencia (proteina de hue-
vo).

Como puede observarse, el valor del "score" resulté inferior
en el aislauo que en la harina de partida (82 a 61), hecho qﬁe los
autores atribuyeron a la pérdida de lisina duraute el proceso de ais-

lamiento de las proteinas.

Por otra parte, Sarwar, Sosulski y Bell (7) en forma prictica-
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mente simultdnea con el trabajo anteriormente mencionado, publica-
ron los resultados de una nueva serie de experiencias de Iindole nu-
tricional, asi como el estudio de la composicién general de la hari-

na y aislado proteico de semilla de lino. En las Tablas 4 y 5 se a-

grupan algunos valores logrados en dicho estudio, facilitando asi

la comparacidén de 1los mismos.

Tabla 4

Composicidr eneral e Indice de aminodcidos esenciales p.ara caseina

y proteinas de 1a harina y "aislado" de semilla de lino.

Fuernte N{(%) Proteina cruda(%) Fibra Cenizas EAA TIEAA Score
(Nx6,25) (Nx5,5) cruda (%) (mg/eN) prot,
(%)

caseina 15,1 94,3 - 0,2 1,3 3553 178 61

harina de

lino 8,3 50,2 44,2 T,4 5,7 2866 71 63

aislado

proteico

de lino 13,6 84,9 74,7 0,4 2,1 2999 77 49
Tabla 5

Valor nutritivo de las ovrotein.s de la harina y del "ailslado" de se-

milla de lino, respecto del de csaseina.

Fuente de REP Digestibilidad Valor Biolézico
proteina (Nx6,25) (Nx5,5) apuarente (%) aparente (%)
caseina 1..89 - 84,4 30

harina de

lino . 1,53 1,74 72,2 32

"aislado" de

lino 1,75 3,99 84,0 29

La interpretacién dada por los autores al conjunto de valores
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consignados y su interrelacién, les llevd a las siguientes conclusio-
nes:

La REP para el aislado de 1ino fue comparable a la de la casei-
na y cuando fue calculada en base al factor 5,5 de conversién de ni-
trégeno en proteina, resulto superior al valor del control,

Los coeficientes de digestitilidad para la harina y el aislado
fueron inferiores al del control y ello conduce a una elevacién en
el dato del Valor Bioldégico, especialmente para 1la proteina de la ha-
rina. E1 coeficiente de correlucidén positivo entre el "Score" de la

proteina y su Valor Bioldégico fue wltamente significativo.

Al isunl que en el trabajo precedente (6), los valores de ami-
nodcidos esencinles totales (EAA) y de Indice de aminodcidos esencia-
les (IEAA) mostraron deficiencia en lisina frente a caseina. En el
aislado me jord el contenido en uminodcidos esenciales totales y su
Indice, pero debido a pérdidas de lisina, el "Score" de la proteina

se vio afectado seriamente.

En btase a los resultados ya expuestos al comienzo de este item,
y a los datos anteriores, cabrfa en este momento considerar los me-
canismnos disponibles para el mejoramiento de 1a calidad proteinica

del lino.

Las deficienci:s antc¢s mencionadas, no significan que la protei-
na en estudio no pueda ser de utilidad potencial para los fines pro-
puestos, particularmente si se tiene en cuenta que muy pocas dietas
de consumo corriente estdn formadas por una sola fuente proteica.

Por otra perte, desde el punto e vista de la nutricién animal, la
mayorfa de las vroteinas ve/uetales son deficientes en uno o méds ami-
nodcidos esenciales. E1 éxito en la obtencidn de una dieta o un pro-
ducto mixto de mayor vulor nutritivo se centraliza en la habilidad

de corregir parcigl o totalmente el patrén deficiente de aminodcidos
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en una proteina dada, con otra u otras que tengan un patrén de ami-
nodcidos capaz de corregir esas deficiencias; o mediante la adicidn

de aminodcidos puros o por la combinacién de ambas alternativas,

El valor biolégico de la proteina de 1ino es entonces suscep-
tible de me jorar, ya sea suplementdndola con los aminodcidos esencia-
les en los cuales muestra deficiencia, o bien por la mezcla con otra
proteina, que sea buena fuente de ellos., Desde un punto de vista
prdctico y particularmente en el caso del "aislado proteico" de se-
milla de lino (bajo nivel de proteina), la adicidén de cantidades a-
decuadas de una fuente rica en proteina de alto valor bioldédgico ten-
dria la ventaja de corregir no sélo las deficiencias mencionadas si-

no de increrientar el contenido proteico de la mezcla final.

De 12 informacidn existente, surge que de todos los caminos
para me jorar proteinas de bajo valor bioldégico, aquél de la suple-
mentacién con cantidacdes convenientes de concentrados o aislados pro-
teinicos vegetales, o de proteinas animales, es el que permitiria
utilizarla con mayor eficiencia. Estos métodos han sido ensayados
extensivamente en la suplerentacién de proteinas de cereales y de
otras proteinas vegetales de valor bioldgico bajo o relativamente
bajo, en dreas donde la desnutricién »nroteinica infantil constituye
un problema, y donde generalmente no estd disponible una fuente al-

tamente satisfactoria como la leche,

La justii'icacién de mayor veso de la suplementacidén, reside
en su potencizi para beneficiar en relativamente corto tiempo, a la
mayor parte de la poblacién que padece de desnutricién proteinica,
por medio del me joramiento del alimento o alimentos que son de mayor

consuuo,.

Desde este dngulo nutricionaL existen grandes posibilidades

de obtener mezclas muy superiores a los materiales de partida (hari-
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nes, concentrados, aislados) provenientes de fuentes vegetales (15)

(16) (17) (18) (19) (20).

Numerosos estudios exrerimentales reelizados tanto en humanos
coimno en animales. hén cerostrado la utilidad de un gran ndmero de
materiales en la suvlementacidén de la centidad y calidad de protei-
nas de beajo vzlor bioldgico (verticularmente cercales) y los produc-
tos elaborados con ellas (pares, bizcochos. galletas). Estos materia-

les pueden clcsificarse en cuatro cateorfas:

a)- Concentracdos proteinicos de origen animal: harina de pes-
cado, leche entera o descreinzda, cageina, proteina de huevo, harinas
de carne, de carne y hueso. de sangre, etc..

b)- Concentrados protefnicos de origen ve,etal: harinas d.: se-
millas de leguminosas. subnroductos de semillac de oleaginosas, le-
vaduras y germer: de cereales,

c)- Aislados proteinicos: principalmente los derivados de se-
millas de leguminosas, oleaginosas y de hojas.

d)- Aminodcidos esenciales curos, particularmente lisina y me-
tionina que son los mds accesibles comercialnrnte por su menor Cos-

to.

Es concepto bdzico y ampliamente reconocido que el valor bio-
1l67ico de las proteinasldenende del contenido, disponibilidad y ba-
lance de suc aminodcidos ecenciales. De ahl que en todo programa de
suplementacidén es esencial el conocimiento de la composicidén amino-

acidica de las fuentes a utilizar,

Dado que en literatura no existen cntecedentes de suplementa-
cién de proteins de lino, sélo a titulo de e jemplo comparativo, se
mencionardn los ensayos exitosos de suplementacidn de proteinas de
man{, que también presenta deficiencias en lisina y treonina como

la proteina de lino (21}, aunque en este caso particular también hay
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deficiencia de azufrados.

Como otras semillas de oleaginosas y, al igual que el lino, re-
quiere condiciones d4ptimas de industrializacién (tratamientos no drds-
ticos en la separacién del aceite) para rendir una harina de alta ca-
lidad nutricional. E1 vialor biolégzico de las rroteinas de la harina
se ve incrementuado notablemente en mezclas con leche descremada, co-
mo lo evidenciaron las condiciones clinicas de nifics desnutridc..s con
los que se realizé la prueba. En ensayos bioldgicos con ratas, tam-
bién las :rezclas del "aislico proteico" obtenido de la harina, con
leche descremade no fueron inferiores & la leche descremada sola to-

iada como referencia, siendo el aislado por si mismo, menos efectivo.

Estos resultados se confirmaron en el tratamiento de nifios con
desnutricién grave, alimentados con uiezclus de aislado proteico de
man{ y leche descremauda. La suplementacidén con caseina en vez de le-

che descres: ia, Lambién mostrd resultados satisfactorios (22).

Las experiencias que se comerntan pcrmitieron supoicr como fac-
tible la suplementacidn satisfactoria del aisl:soo proteico de linv
con caseinz industrial, la utilizacidén de esta dltima a los fines pro-
puestos ofrece caracteristicas favorables, no sélo desde el punto de
vista nutricional. sino econd:ico, en razén de incrementar el aprove-
cheaiento prdctico y mds eficiente de subproductos ldcteos. Consecuesn-

temente se¢ estimularia tanbidén le economia de industrias afines.

3)- Caseine industrial. Obtencién. Composicidén. Valor nutritivo.

Es propb6cito de este itrabajo, considerar dentro de los antece-
dentes, las caracteristices quimico-nutricionales de la caseina y su
efecto suplementario al utilizarla con otras fuentes de proteina de
ugo corriente. A este resrecto y en la actualidad, esas caracteristi-

cas se encuentran bien definidus en biioe & 108 numerosos estudios de
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que ha sido objeto,

Desde el punto de vista tecnolégico, la caseina se obtiene a
partir de leche descrenada (subproducto de mantequerfas), mediante
precipitacidén por acidificacién o por el uso de renina, Las formas
de acidificacidén pueden variar: produccién bacteriana de dcido ldc-
tico a portir de lactosa en el seno de la leche descremada o adicién
de dcido clorhidrico o sulfdrico. En todos los casos, después de la-
vados acLos0a, el producto es drenado y secado, Es esencial un seca-
do rdpidc¢ a baja temperatura vpara obtener un producto de color claro

(45-552),

La composicidén de la caseina diferird segin el procedimiento
utilizadc en su fabricacidén (tipo y condiciones de precipitacién y
lavado del codgulo). Asi, el procedimiento de precipitar por acidifi-
cacidn ccnduce a caseinas con menores tenores en cualcio comparativa-
mente a las logradas con renina; el numero y tiempo de contacto en
los lavaco:s acuosos reduce en mayor o menor medida el contenido en
lactcsa 1etenido por el orecipitado (23); la acidificacién (clorhi-
drico o :uiidrico) del agua de lavado influye en el contenido en ce-
nizags y yarticularmente en el de calcio y en las propledades disicas
de la caseina final, al igual quo ¢l valor de pH de precipitacidn e-

le_;ido y 1l: temperatura de operancién (24).

De al:i{ que no sea factible ofrecer un andlisis tipico o prome-
dio de ccmyosicién general de caseinas comercieles, pues los valores
presentar. amvlia variacién sobre todo si se tiene en cuenta la falte

de uniformidad en los métodos de valoracidn.

En forma general y cubriendo prdcticamente los diferentes tipos
de cuseinas industriales, el %4 de humedad oacila entre 6 y 10, el de
grasa entre 0,7 y 2,C y el de cenizas entre 2,5 y 8,3. Es en esta dl-

tima donde se registran las mayores vari:iaciones. La precipitacidén de
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caseina por acidificacidén bacteriana (bacterias ldcticas, pH de pre-
cipitacién aprox. 4,6) conduce a productos finales que contienen en-
tre 2,5 y 4,5 % de cenizas totales, mientras que la caseina obtenida
por acidificacidén con dcidos clorhidrico o sulfurico (pH aprox. 4,5-
4,6) registra contenidos del orden de 3,0-3,5 % y la precipitada por
dcido en condiciones especiales (dcidos clorhidrico o sulfdrico, pH
4,1 y temp. mayor de 359), un nivel significativamente menor 1,9 a
3,0 %, siendo su textura granular ("grain-curd"). Bajo la influencia
de la concentracidén acidice creciente, el fosfato de calcio se diso-

cia en forma progresiva del comvole jo con caseina,

La caseina de renina contiene entre 7,0 y 8,3 % de cenizas (25);
¥y suele considerarse comno requerimiento razonable un contenido de
aprox. 7,5 5 (26). Este valor comparaiivamente alto frente a caseinas
de otros orfgenes se atribuye a que estd constituida fundamentalmen-

te por caseinato de calcio.

El :.1étodo de precipitacidén por renina se usa casi exclusivamen-
te para producir caseina oara manufactura de pldsticos, ya que este
proaiicto presenta propiedades que se consideran esenciales p:.ra tal
fin, las que aparentemente sstdn relacionadas con su elevado conteni-
do en cenizas, Las caseinas obtenidas por precipitacidén dcida se des-
tinan para otros usos comercisles, donde son importantes las propie-
dades adhesivas (en adhcsivos, conmo agente dispersante en insectici-

das, etc.).

Le vreparacidén de caseina para propésitos de investigacién y
uso analitico, requiere mayores cuidados a fin de no exponerla a al-
tas concentraciones de iones hidroxilo o hidrdégeno en razdén del ries-

go de racomizecién o hidrdlisis ba jo esas condiciones,

En lineas generales, la cuseina se precipita a partir de leche
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descremada diluida, por adicién de dcido acético o clorhidrico dilui-
dos, se redisuelve en agua que contiene la minima cantidad de dlcali
necesaria para solubilizarla, s2 filtra para remover sustancias inso-
lubles, reprecipita con dcido diluido y finalmente lava con agua. Lue-
&0 es triturada con etanol absoluto, tratada con éter y finalmente
secada sobre dcido sulfurico a presidén reducida o sobre cloruro de

calcio a presién atmosférica.

La caseina as{ obtenida contiene alrededor de 0,85 % de fdésfo-
ro (1,95 4% P205). En otros vrocedimientos, se describe la remocién
de calcio por medio de oxalato de potasio agregado a la leche desna-
tada antes de la précipitacién de la caseina o la filtracidén de casei-
na solubilizada a pH 6,3 para separar caseinato y fosfato de calcio,
antes de orecipitarla. Los autores de estos mé&todos sostienen que 1la
caseina asi rurificada contiene un nivel de fdésforo algo inferior a

0,85 4 (24).

En lu precipitacién de caseina a pi 4,1 (rain-curd’ comercial);
los lavadus del codgulce con agua ligeramente acidulada, remueven to-
do el calcio g.e excede del 0,20 % (expresado como 0OCa) y todo el
P205 que sobrepasa el 1,81 (0,79 % P). Para la mayoria de los propé-
sitos, esa pequefia proporcién de cenizas remanentes (menos de 0,50 %)

no se considcra objecicnable (25).

La caseina es el principal componente proteico en la fuse dis-
persa de la leche, existiendo como particulas de tamafio macromolecu-
lar (micelas) formadas esencialmente uvor caseinato de calcio, fosfa-
to de calcio e iones magnesio y citruto. i1 resto de la caseina estd
presente como caseina soluble en la fase solucién y la distribucién
relativa de las caseinas en los estados micelar o soluble es una fun-

cién de la temperatura, pH y fuerza idnica del medio (27).

Aunque 1la caseina es heterogénca y ¢s correcto hzablar de "“casei..
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nas" de la leche, el simple término "caseina" se usa corrientemente
por conveniencia prdctica. En forma similar, los términos "albuimina"
y"globulina" se usan para las proteinas del suero, aunque éstas al

igual que la"caseina" no estdn constituidas por una sola proteina.

Los mds recientes andlisis de constitucidn de "caseina" lleva-
dos a cabo scbre numerosas muestras de leche, la presentan como una
mezcla de extraordinaria complejidad. Posiblemente el me jor cuadro
de tal complejidad surja de los fraccionamientos logrados por méto-
dos electroforéticos . A titulo de ejeizplo, los estudios de Seitov
y Zhumashev (28) sobre compnosicién en proteinas de caseina total de
leche de vaca, revelaron quince fracciones designadas Xy, Ay, A3,
d4,As5, ks, K2, Ko, Kl,{51,(32,(53. ¥1,¥2 y §3 . Las subfracciones
o -caseiras constituyen el 41,9 % de la "caseina" total, siendo pre-
dominantes lasdl ydz (9,9 y 24,4 % resp.). Las K-caseinas forman
el 27 % de la caseina total, con un 12,5 y 10 % de las subfraccionea
Ko y K7 respecto del total. A la fraccidn ¥ correspondié sélo el 1,8
% de la caseina total y dicha nroporcién resulté variable para dife-

rentes muestras de leche.

Factores zootécnicos revelaron diferencias en aminodcidos sé-

1o en asnectos cusntitativos nara las distintas proteinas (27) (29).

En forma general, "caseina" es el grupo heterogéneo de fosfo-

proteinas precipitadas de la leche descremasda en el entorno de pH 4.t.

La caseina ha sido ampliemente usada en el desarrolio de meto-
dog para el andlisis cuantitativo de aminodcidos de rroteinas, Una
compilacién us datos de determinuciones de aminodcidos registrados
por distintos investigadores sobre cascina y sus fracciones cldsicus

(oh, b, 8 caseinas) puede verse en lu Tabla 6 (25).
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Tabla 6

Composicidn er aminodcidos de caseina y sus fracciones (g/100 g prot.)

Componente caseina o -caseina ﬂ-case ina § -caseina
(a) (a,b) (a) (c)
N total 15,63 15,53 15,33 15,40
P total G, 86 0,99 0,61 0,11
S total c,78 0,72 0,86 1,03
glicina 2,0 2,3 1,6 1,5
alanina 3,2 3,8 2,0 2,3
valina 7,2 6,3 10,2 10,5
leucina 9,2 7,9 11,6 12,0
isoleucinsa 6,1 6,4 5,5 4,4
prolina 10,6 7,5 15,1 17,0
fenilalanina 5,0 4,6 5,8 5,8
tirosina 6,3 8,1 3,2 3,7
triptcfano 1,7 2,2 0,83 1,z
serina 6,3 6,3 6,8 5,5
treonina 4,9 4,9 5,1 4,4
cistina + cisteina 0,34 0,43 0,0 0,0
metionina 2,8(d)1,94(e) 2,5 3.4 4,1
arginina 4,1 4,3 3,4 1,9
histidina 3,1 2,9 3,1 3,7
lisina 8,2 8,9 6,5 6,2
4dcido aspériico 7,1 8,4 4,9 4,0
dcido glutditico 22,4 22,5 23,2 22,9
N amida 1,6 1,6 1,6 1,6

(a)- Resultados analfticos Gordon y col., J. Am. Chem. Soc., 72, 4282
(1950); 75, 1678 (1953) y 71. 3293 (1949). -

(v)- Resultudos reportados por ﬁ?pp y col., Arch. Biochem, Biophys.,
94, 35 (1961).

(¢)- Resultados reportados por Gordon y col., J., Biol. Chom,, 236,
2908 (1961) y por Piez y col., J. biol. Chem., E}E, 2912 (1961)

(d)- Valor similar {2,86) halludo por Ch. Ivanov y col., Anal, Chim.
Acta, 30, 549 (1964).

(e)- Valor repsrtado pc.o H. Mikulowska y %. Slowinski, Prace Inst.
Lab. Badawczych Frezemyslu Snozywcze;o, 13, 133 (1963); C.A.,
§2:161980.
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El contenido en azufre total de caseina (0,78%) estd localiza-
do en los aminodcidos metionina de todas sus fracciones y el resto
en cistinaz y cisteina de la fraccién o-caseina (mds especifi>amente
en la freccidén K-caseina, obtenida a su vez del fraccionamiento de
d-caseine). Cuando se fraccioné la"caseina" se hullé que la o -casei-

na contenia toda la cisteina.

E1l tésforo apasrece en las caseinas en mayor grado en las frac-
cionesciy'p . ©8 sostiene que se encuentra como €ster o-monofosfato
unido a los gruvos HO de los restos serina (25) (30). Esta agrupacién
fosfato es :muy importante pazra la unidén de iones calcio y participa
en la forracién de las micelas de caseina. La relativa constancia en
la composicién de la mezcla de proteinas que constituyen la "caseina"
es notable y muy probablemente refleja la fuerza de las uniones que

mantienen ligadus dichas fracciones bajo condiciones ordinarias,

Los niveles de triptofuno y lisina son particularmente importan-
tes, pues estos aminodcidos son limitantes en harinas y productos a
base de hurinas. De ahl que la leche y por consigulente la caseina,
gean excelentes fuentes para la suplementacidén nutricional de produc-

tos a base de cereales,

La presencia de pequeiias cantidades de hidratos de carbono en
caseina ha sido detectada por varios investigadores, Estdn localiza-
dos en su mayor parte en la friccidn ol-caseina y mds perticularmente
en la porcién K-caseina. Consisten principalmente de hexosa, hexosa-

mina y dcido wcetilneuraninico (dcido sidlico).

Las micelas de caseina en 12 leche se encuentran altamente 803]--
vatadas y retienen grandes contidades de agua. Se sugiere que lua con-
centracion total de calcio, fosfato y la presencia de hidratos de car-
bono, tengan importancia en l@ regulacidn de ese nivel de solvataciér

Esta propiedad resulta de interds para ia .adusiria paisadera dacde
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que las micelas actuarian como reservorios de agua necesaria para u-
na mayor gelatinizacién térmica del almidén. Las micelas de caseina

reconstituida no alcanzan 1os niveles de hidratacién de las naturales
(27) (30).

Inveriablemente, pequefiss cantidades de materiales lipidicos
aparecen en leche descremada desecada y en caseina, Se sugiere que
estos lipidos puedan ejercer influencia sobre las propiedades de 1la
masa en penificacidén, a la par que ser fuente de "off-flavors" por
oxidacién. Se considera tarbidn la probable contribucidén de dichou
l1fpidos, como la de los hidratos de carbono antes mencionados junto
a la lactosa, en los fendmenos de pardeo no enzimdtico ("browning")

via reaccidn de Maillard durante la etapd de horneado en panificacién.

Desde el punto de vista conformacional, se compara a la casei-
na nativa con una proteind desnaturalizada. Mediciones de rotacidn
dptica y de otras rvropiedades fisicas sugieren una configuracién de-
sordenada pzrs la fraccién ol ~caseina. E1 elevado contenido en proli-
na parece ser suficiente para prevenir la formacién helicoidal, Esta
configuracidn es ventajosa c¢esde el punto de vista nutricional, pues
la hace particul-rmente susceptible a la digestidén proteolitica, sin

desnaturalizacién preliminar (25) (27) (30).

Abundante infos wacidén bitliogrdfica indica que la proteina de
leche es fuente excelente para 1< prevenciédn, trateziento y cara ds
la desnutricidn vroteinica. ./4ds win, en razén de su alta y eficients
utilizacidén, la caseina ha sido y es utilizada como proteiia de raefs..
rencia en la evaluacién de¢ la calidad nutriciocal de proteinas de o-

tras fuentes de origen animal o vegetal (22).

También los hidrolizados de caseina preparados por tpratamiento

dcido o enzimdtico, complemcntadcs ndecuadamernte corn colorias, haun
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dado resultados altamente satisfactorios en la recuperacién de nifios

desnutridos.

Por otra parte, si se conmpura la combinacidén de aminodcidos e~
senciales de las croteinas de la leche, al igual que la de la casei-
na con le de proteina del huevo, resultan deficientes en aminodcidos
azufrados (31). En ensayos de alimentacién de animzles de experimen-
tacién (ratas; estudios de niveles de aminodcidos en sangre) para lua
determinzcidn de aminodcidos limitantes, la caseina y sus hidroliza-

dos revelaron deficiencia de azufrados (metionina+ cistina) (32) (33).

Aun teniendo en cuenta que los valores rcportados de cémputo
quimico y de Utilizacién Proteica Neta (UPN) estdn sujetos a variabi-
lidad metodolégica y biolérica, los siguientes datos consignados en
el Inforse FAO N9 52 (1973) (Cusdro 22) (34) revelan una consistente
concordar.cia con el concepto general de que el contenido en aminod-
cidos esenciales es factor preponderante en determinar la calidad de

la proteina; Tabla 7.

Tabla 7

Valores ade cémputo quimico y de Ui’N de la2s proteinas de leche.

Proteina Cémouto quimico, UPN UPNop 107
de acuerdo al pa- % de energia de la pro- (ratas)
trén de refererncia teina
FAO (30)- 2-3 4-5 6=7 B8B=10

huevo entero 100 87 - - - 94

leche hum:ana 100 55 895 95 - a7

leche ce vaca 95 81 79 31 T4 62

Jekat y Kofrunyi (35) en ensayocs de largo térrino Je dalanss

nitrogenado con humenos, tosmanrdo el Valor Biol4gico a2 la proteine

de huevo como referencia (VB: 100), ha!luren para ine or~teiner e
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leche un VB de 8C y osre caseina de 72.

Arsxzwe y col (36), en exvneriencins realizadas con ratas ali-
mer.tadas con dietas contenicndo 8 % de caseina, registraron valores

del orden de 59 y 71 para UPN y VE resvectivumente.

Oginc y Chen (37) por su parte, alimentuando carpas con dietas
cortenierndo distintas vnroteinas al nivel del 10 %, obtuvieron el va-
lor wds alto pura vroteine de yema de huevo (VB: 89), siguiéndole ca-

seina con un valor de 80.

Delaney y col. (38), en un estudio sobre composicién y valor

nutricior:1l de la biomasa de Sacchuromyces fragilis hallaron un va-

NP la . cq .
lor de UFJ de 75,3 £ 3,0 paraicaseina utilizasz como cortrol,

Dur:nle estous dltimos anos. la ternde cia oredomi.aunte es el
desarrollo de férmulas mixtas de alimentocs que conticnen cereales,
herinas o vroteinus a2isladas de oleaginosas y de otras fuentes vege-
tales no ccrnvencioniiles zunlementadas con concentrados ricos en pro-
teinas de ulto vi:lor bioldgico (harinss de nescado, ciseina, leche
descreinvéi, etc.), con apzrentsrerte buenos resuitades en lua mayoria
de los cezsios, El efecto ben#lico de <stLos suoliucatos jsenerulments
correluciora con las'canhidndes y dicponibilidad:s de los aminodcide
esencisles en que son deficitzri=s lus vroteinas a mejorar, y cca la

concentracion uroteics de ios propios sunlemnartos,

Son ¢ _emplos conclayentes 1n sunlementecidn de hariya de algc-

U

dér: con hrina de rescoio, cancioa, 0 lovhe ag rent o 80 faentes
de lisins (34%) y la cor:uccidr de! v:lor wiretive de ar-oz cor ciu-

tintos concentrudos vroteicos (horins do se-ilila de ol ocun, zarian
de soja, nerine do ccuchas, leche cescrencdn, cuuein. v lovedore to-

rula) donde 14 cosein: roanltd Ler el color el oirants {40).
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Otra observacién de importancia, es que la calidad nutricional
de dietas basadas en la combinacidén adecuada de una proteina vegetal
(harina o aislado) y leche descremada y/o caseina, resultan tan bue-
nas como dietas basadas exclusivamente en proteinas de leche (41).
En muchos casos se suelen enriquecer con agregado de sales de calcio
(42).

Solomen y Ferguson (43) describen un prrceso continuo en el que
utilizan cloruro de calcio como agente orecipitante de las proteinas
de leche, obteniendo un vroducto enriquecido en calcio que tiene uso

como suplemento en alimentos ozra humanos y animales,

Algunos procedimientos interesantes (44) incluyen el agregado,
a soluciones o0 susnensiones de ceseina, de sustancias termoestabili-
zantes cciro polisacdridos (preferentemente dcide poli.ulacturdnico,
galactanos y arabarnos) y otras nroteinas (oreferentemente proteinas
cougulables como las del suero de la leche). Estos concentrados son
precinitados llevando 1la mezcle a pH adecuado, con agregado de solu-
cién de cloruro de calcio, separando el precipitado de le fase liqui-
da vor enfriamiento brusco. Para el secado final se procede por méto-
dos corrientes. Se obtienen asi concentrados de proteinas termoesta-
bles sobre la btase de czseina, prdcticanente sin guaoto particular y
aptas para 1. suplementacidn proteinica de otros alimentos. Contriobu-
ye también a le utilizacidn de 1 recervi.s do rroteinas de alto va-

lor nutritivo conter.idas en Zubor. juctos de 1a industris lechera,

4)- Ens.yos de suplemcntacidn por copresi- i jdn de sroicinus vege -

tales con caseina. Antecedentes.

La revisién biblio..rd4lfica disponitle no ravele ~insdn caso de

estudio de suplementacidén de concentrados nrotefnicos obtenidos de
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serilla de lino por coprecivitacidén con proteinas de origen animal
o vegetal. S6lo se hace mencién de una investigacién (45) (retente)
orientada en el sentido de mejorar el rendimiento y caracteristicas
fisicas de las proteinas de soja con caseina, aprovechando la etapa
de extraccidén de las proteinas de soja para incorporar la caseina
(solubilizada previamente en medio alcalino o como tal), precipitar-

las conjuntemente, lavar el codgulo obtenido y finalmente secarlo,

El métoco de preparacion consiste sumariamente en extraer las
proteinas de la soja desengrasada (harina) con agua o solucién alca-
lina (hidréxido de sodio 0,06 4) o solucidén salina (cloruro de sodio
5 %) y en dicha solucidén incorporar la caseina tal cual (si se utili-
z6 medio alcalino para la extraccién) o agregarla solubilizeda previa-
mente (como ual de sodio, amonio, etc.) en los otros casos., Se copre-
cipitan mediante el uso de dcido clorhidrico a pH 4,5 - 4,6 (mdximo
de precipitacidn). Se separa el precipitado a través de tela (100 ma-

llas) y luva finalmente con agua.

La presencia de caseina facilita una me jor separacién de las
proteinas de soja, en el sentido de un aumento sustancial en el ren-
dimiento (42 % en la precipnitacién de proteina de soja sola y 80 %
en la coprecipitacién, respecto del total de proteinas exiraidas),
que los autores atribuyen a la sccién aglomerante de las particulas

de caseina al precipitar.

Consideran las ventajas del Javado mcuoso deal cocdgulo a fin de
eliminar factores antinutricionales <e la soja v saboeres caracteris-

ticos desugradables de ambas fuentes proteicas.

El precipitado separado y luvudo, como iul (conserveCo por con-
gelucidn) o deshidratado, o solubilizudo e¢n medio bdsico, tiene uii-

lidad en la preparacidén de alimentos para el Lowbre y cainales,
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El secads (spray o secador al vacfo) aplicado al producto final
previamente solubilizado en medio alcaliro(carbonatos o hidrdxidos
de sodio o amonio) o adicionado de azicares o sales de dcido fosféri-
co polimerizadn, conduce a productos que se redisuelven fdcilmente
en agua. E1 secado del codgulo lavado, tal cual se obtiene en la co-
precipitacidén, conduce a productos que sélo se suspenden en agua pe-

ro que son Solubles en medio alcalino.

Una variante estudiada por los autores en el procedimiento an-
tes descripto, consiste en ¢l calentamiento (90?2, 10 min,) de la so-
lucidn que contiene ambas prroteinas antes de la coprecipitacién (me-
dio alcalino). seguido de enfriamiento y coprecipitacién por 4cido a

pPH 4,6.

Ese calentamiento previo ocasiona un aumento notable en la vis-
5
cosidad de la solucién, que novobserva en el extracto proteico de so-
ja sola y que finalmente conduce a un codgulo poco soluble en medio

alcalino,

La caracteristica seirinlada resulta interesunte para su uplica-
cién en la elaboracidén de alimentos congelados, de confiteria, paste-

lerfia, productos cdrneos, panaderia y otros.

De los datos mencionados en los diferentes ensayos de este tra-
bajo, surge como mds aconse jable el siguiente rango de proporcionss
en los materiales a coprecipitar: 30 - 60 kg de c :seirna o :zaseinato’
1000 1 de extracto de proteina de soja obtenido a par:ir da 100 kg

de harina de soja desgrasada,

Como aclaracidn adicional a este proyecto mancisn-dc eS8 nece-
sario destaca: que los autores no abordurcil ¢i aspact, autcicicnal

del producto mixto obtenido. Aparentemente st inter<s sz %ai radicado
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en los me jores rendimientos y caracteristicas fisicas, organolépti-
cas y de aplicacidén de los productos obtenidos segin las variantes

aplicadas a un procedimiento general de coprecipitacién.



PARTE II

DISCUSION DE LA PARTE EXPERIMENTAL
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PARTE II

DISCUSION DE LA PAR'E LXPERIMSNTAL

A)- Objetivos.

En la Parte I, se han considerado las razones de la utilizacién
de la harina de lino residu=l de la separacidén del aceite, couwo mate-
ria prima para la obtencién del "aislado proteico" y se ha hecho re-

ferencia a 1la calidad nutricional de sus proteinas,

En el presente trabajo se hu encarado la suplementacidn por co-
precipitacién de dichas proteinns (deficientes primariamente en lisi-
na) con cantidades crecientes de una proteina rica en dicho aminodci-

do (caseina industrial) a tin de obtener "aislados mixtos" homogéneosu
&

Se han considerado los exdmenes de composicidén general de los
rateriales de purtida (harina de lino ri:sidual de extraccién y casei-
na clorhfdrica comercial de buena caliduad), incluyendo la evaluacidn
de lisina disponible de ambas fuentes a fin de calcular, en primora
aproximacién, los porcentajes de caseina a agregar para el logro de
un mdximo incremento en el valor natricional del "aislado mixto" a

obtener,

Como comuplemento de estos es:iudios se hi conterpicde Ja deter-
minacién de 1i Utilizecidn Proteica Neta (UPN), Disestibiridad (D)
y valoracién de lisina disponible de los distinios "aislados mixtos"
obtenidos, con el otieto de comruriar en teles ausrectns nutiricionaies
el efecto de la incorpnorzcidén de cantidades crecientes de caseina a

la proteina de lino, resnecto de 1 de lii., sin suplerentar,
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Si bien existen en literatura antecedentes acerca del m3jora-
miento de la cualidad de rroteinas de origen vegetal por agregado,
(mezcla directa o por coprecipituacién) de caseina o de leche descre-
mada, no existe informacidn hasta el presente con relccién a protei-

na de lino,.

Los resultados satisfactorios que se adelantan en este trabajo,
se espere podrdn ser de utilided en el futuro con el fin de encontrar
me jores usos para 1los subproductos considerados y otros similares con

destino a la alimentacién hanana y/o animnl,

A este respecto resulta de interés hacer notar que dentro del
rubro elaboracidén de productos ldcteos argentinos, la caseina muestra
un descenso en la produccién, respecto de dos afios atrds, del 50 %
(1972: 12.169 ton y 1974: 6.984 ton, habiendo pasado por un mdximo
en 1956 de 41.024 ton). Este hecho provocd grundes bajas en el campo
de la exportuacidu. Asi en 1956 se exportaron 33,300 ton, frente a ci-

fras del orden de 4.300 correspondientes a 1974 (°).

B)- Plan de trabajo y su discurién.

Se dispuso el sigaiente oruen de trabajo:

1)- Estudiar 1a composicidén generul de los matceriales do partida: ha-

rina de semilla de lino (hexzno) y cuseina clorhidrica comercial,

2)- Conocidas lus coniiciones éptimas de mdxime dispersién (medio «-
cuoso alcalino, HONa) y de mdxime preci-itzcidn (medio Acide, 4C1)
de proteinas de harira integrzl de lino (trzbajos previos llevades

a cubo en este laboratorio), obtener rroteinas aisladas de 1la harina

(%)- Memoria, kjercicio N¢ 56 - 1974 - 1975, Centro de la Industria
Lechera, Bs., Ac., Argentina,
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de lino de la presente partida (escala macro de laboratorio) a fin

de estudiar sus ceracteristiczs quimicas y nutricionales,

Estudier similarmente las cordiciones para redispersar y preci-
pitar la caseina comercial (pH 6ptimo de dispersién y de mdxima pre-
cipitacidn) y efectuar un balance de la distribucién del nitrégeno
total contenido en 1la caseina comercial de partida a través del pro-

ceso de su aislamiento, purificecidn y secado final.

Obtener el aislado proteico purificado a partir de caseina co-
mercial, en cantidad suficiente con destino a su eveluacidén nutricio-

nal y determinacién de caracteristicas quimicas,

3)- Resolver, a escala de lsboratorio las condiciones de coprecipita-
cién de vroteinas de lino y de caseina (incorporacidén de la caseina,
pH de mdxima coprecipitacidn, purificacidn del codgulo por lavados

y secedo final). En bzse a cdlculos previos (lisina disponible) con-
giderar lo: distintos porcenta jes de casein& a incorporar a las pro-
teinas de lino uigspersas en medio acuoso alcalino, a fin de obtener
por coprecipitacidn, una serie de "aislados mixtos'" con concentracio-
nes crecientes en caseina hista lograr aquél de valor nutricional md-

ximo o simmilar al de la caseinz sola,

4)- Elegidas 1:s técnicas adecuadas, proceder a su adaptacién en oga-
cala nacro (de luzboratorio) a fin de dicponer cantidades suficienses
de "aisludos" nara efectuar ersayos de valor nutriciornal y de diges.-
tibilidad con =sninules de erznerimentacidén, la evaluacidn de natréee-
no total, »nérdida a 100? (vucio). lisina di.nonitle v 12 comparacidn
de los valores logrados. Paralelamente 14 ottencidn en ascala macro

permitird tener idea del rcndimiento en "aislados proteicns".,
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5)- La determinacién con fines comparativos, de los contenidos en ce-
nisasg, fésforo total y de dcido fitico e hidratos de carbono asocia-

dos a las proteinas de los resrectivos aislados.
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1)~ Estudio de la composicién general de los materiales de partida:

herina de semilla de lino (hexano) y caseina clorhidrica comercial

de buena calidad.

Con los detalles que figuran en la Parte Experimental se deter-

minaron los contenidos de humedad, cenizas, nitrégeno total, fibra

cruda y extracto graso que figuran en la Tabla 8.

Los valores observados onara la harina de 1lino se han encontra-
do acordes con log correspondientes a los sefialados en trabajos pre-
vios (4) (14): humedad 11,63, cenizas 5,46, fibra cruda 7,98, extrac-
to en dter etflico 0,97 y nitrégeno totzl (Kjeldahl) 5,95 % sobre ha-
rine tal cual. También presentaron concordancia con los registrados
por Sosulski y Bakal (5): cenizas 5,90, nitrégeno total 6,87 y fibra
cruda 10,10 % en base seca y vor Sarwar, Sosulski y Bell (7): ceni-
zas 5,70, nitrégeno total 8,03 y fibra cruda 7,40 % en bace sece, am-
bos sobre harina integral. E1 alto valor encontrado en este Ultimo
caso pura nitrégeno total. corresponde & la harina inte;xal provenien-
te de una variedad de cemilla de lino (Redwing) de alto nivel en ni-

trégeno.

i1l examen de composicién de la caseina clorhidrica comercial
utilizadia en este trabajo registrd un contenido en cernizas compre:di-
do en el dmbito mencionado en literatura (25) para cuseina comercia.
obtenida por prec:. itccidn Soida (3,3 - 5,5 % b.e.), sienco .0 obalar.
te su co:tenido en nitrdédgeno y por tanto en proteina (14.7 % t.s. v
libre de cenizas; Nx 6,38= 93,8 %) superior al mixime valor sefla.isdi.
para productos comerciazles corrientes (7¢ - 86 55, =n el seailde,
encuadra ei. las.especiflcaciones que se reccmiendaii pura ¢aseinas Qe
buena calidad o productos de mayor acazptacidn (26) a o n2derds I8 rro.

sentar un color crema cliéro y olor suave agraduable, .cecponderdn & uin
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conter.ido de rumedad menor del 10,0 %, del 1 % de grasa (b.s.), de
4,0 ;6 de cenizas (b.s.) y de 14,25 % de nitrégeno (Nx 6,38= 91 % prot.

en b.s,, libre de cenizas y de grasa).

Los valores de nitrégeno superiores a 15 % {Nx 6,38 > 95 #) se
dan en caseinas para propdésitos analfticos, en las cuales el conte-
nido en cenizas es inferior a los mencionados anteriormente. As{i,
Whitter y Webb (26) sefialan un contenido de 15,51 % de nitrdégeno (b.s.

y libre de cenizas) para caseina pura,

Las caracteristicas organoléoticas de la cuseina comercial uti-
lizada también se consideraron aceptables: color crema y olor suave

caracteristico.

Con el propésito de dar unz idea de la granulometria tipica
resultante de la molienda (molinillo para café, en laboratorio) de
los materiales de partida, se llevd a cabo una clasificacidén por ta-
mafio de las particulas por medio de tamices (ASTM), consignando fi-

nzlmente el % en peso de las frucciones retenidas en leas distintas

mallas, (Tabla 9).

Tabla 9
Caracteristicas fisicasg de los muteriales de partida.
Granulometria (%) Color
N2 abertura/pul-
gada lineal 62 85 100  Piavo
ASTM (M) 250 177 149
harina inte- 7
gral de lino 42,6 48,0 8,8 0,6 bianco

pardazco

caseina clor-
hidrica comner-
cial 56,9 13,5 3,9 1.7 crems
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La casi totalided de las particulas de la harina integral de
lino presenten un grado de divisién que oscila entre mallas 62 y 85.
Las particulss de caseina. en cambio, presentan granulosidad mds va-
riable, no otstante el 67 % del total correspmde a las de mayor ta-
mafio., Una textura "arenosa" y une densidad mayor también caracteri-

zan a dichas particulas.

Cabe destacar la marcada diferencia en estas caracteristicas
respecto de las particulas del aislado proteicosgbtenido de la hari-
na de lino (como veremos mds adelante) desde que'van a poner de ma-
nifiesto en las de los "aislados mixtos" que contengan mayores pro-

porciones de caseina incorporada.

Probablemente esas caracteristicas estén también relacionadau
con un mayor rendimiento en precipitado obtenido en presencia de

proteina de lino.

2)- Obtencién en escala macro (de laboratorio) de proteinas de semi-

1lla de lino, Estudio de las condiciones éptimas de obtencidn de

caseina precipitada a partir de caseina comercial, Aislamiento,

purificacién y secado del oroducto final, Obtencién en escala

macro (de laboratorio).,

2.1. Alslamijento de proteinas a partir de harina integral de semilla

de lino.,

Contando con la informacién obtenida de estudios experimenta-
les previos (4) sobre condiciones éptimas de aislamiento de protei-
nas de lino que condujeron & establecer una macrotdcnica de labora-
torio, se procedié a aplicar directamente dicha técnica (cuyo deta-
lle se incluye en la P, Exptal) a fin de ottener aproximadamente
300 - 350 g de aislado proteico con destino a su evaluacién biolé-~

gica, valoracién de lisina disponible y caracteristicas analiticas,
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Para lograrlo se aislaron las proteinas de 7 partidas de 200 g
de harina integral de lino (hexano) hasta totalizar unos 33% g de
proteinas secas a 452 (vacfo), que se reunieron en una sola muestra

bien homogeneizada.

Los rendimientos en "aislado" oscilsron alrededor del 24 % res-
pecto de harina de partida (46,0 - 49,4 g ¢/200 g de harina). Sus

valores analiticos y caracteristicas fisicas fueron los siguientes:

color blanco lig. crema

aspecto polvo fino

olor inodoro

sabor insipido

granulometria mallas 62-100 : 25 %; plato : 75 %
humedad 5,67 %

cenizas 0,65 % (b,s., 0,69)

nitrégeno total 12,25 % (b.s, 12,99)

proteina cruda

(Nx6,25; %) 81,19 (b.s.); 81,73 (b.s. y libre de ceni-

zas)

Desde que 1a aceptabilidad de un producto ticne importancia pe:
ticular, cabe serialar que el color del aislado ottenido, resulté al-
tamente saticfactorio. esbeciu?wente 8i se lo compars con el de ...
productos finales descriptos por Sosulski y Bakal (5) y Sarwar, o-

sulski y Bell (7) (color nardo).

2.2, Estudio de las condiciones Sptimas de oliexcidn de casei.ia re-

- — A —————— ety & 4

mucro (de laboratorio)

2.2.1, Dispersidn.

Se realizaron una serie de ensayor previos a i de 2jug .o,
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las condiciones dptimas operatorias, de ecuerdo al método de disper-
8ién acuosa en medio alcalino y precipitecidén en medio dcido, proce-
dimiento que se seflala como mds conveniente para operar en escala in-

dustrial,

Por aplicuacidén de la técnica que se detalla en la P. Exptal.,
la determinacidn del pH éptimo de dispersidén de la caseina comerciel
(manteniendo constantes otras varigbles: temp., relacidén caseina:agua,
velocidad y tiempo de agitacién), permitié observar que el valor md-

ximo se logra a alrededor de pH 10,5 o superior,

En experisncias individuales y operando sobre 5 g de muestra,
se cubrid el rango de valores de pH comprendidos en el dmbito 7,5 -
11,5. Los resultados registrados son valores promedio de 3 determina-

ciones para cada valor de pH:

pH N % N total(en caseina) (b.t.c.)
7,5 79,7

8,5 84,6

9,5 95,0

10,5 99,0
11,5 99,0

La representacidn grdfice (Fig, N2 1) de las cifras obtenides
muestra una elevacidn gfadual hasta alcanzer el valor mdximo (99,0 %)
a pH 10,5 y wintiene dicho nivel de dispersién a mayores valores de
pH.
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Teniendo en cuenta las observaciones sefialadas en literatura
acerca del prooable dano a las proteinas por el tratamiento ¢on d4lca-
1li en condiciones severas (pérdidas de cistina y lisina principalmen-
te, disminucién de su valor nutritivo) (46) (47) (48) (49) (50), pa-
recid conveniente, en lo sucesivo, operar las dispersiones al minimo
valor de pH (10,5) que solubilice el mdximo de mater:.al nitrogenado

a temperatura ambiente.

2.2,2. Eleccidn del pH de mdxima precioitacién (pH isoceléctrico).

Parz conducir estos ensayos, la caseina comercial se dispersd
previamente a pH 10,5 (con las releciones caseinazagua 1:20; 1:5 y
1:10, fijadas en la experiencia anterior); removiendo el material re-
manente por centrifugacién., Se ensayd la precipitacidén de la caseina
a distintos valores de pH, sobre alicuotas del extracto alcalino por
adicidén de variadas cantidades de solucién de HC1l, con agitacién per-
manente. E1 precipitado fue removido por centrifugacién, midiéndose

el nitrégeno sobrencdante vara cada valor de pH.

Los datos logrados segin la técnica que figura en la P, Exptal.

y que se registran a continuacién, estdn representados en la grédfica

correspondiente (Fig. N2 2):

pH _de precipitacidén N sobrenadante # N dispersado
3,0 46,6
3,2 34,7
?,8 8,46
4,1 3,22
4,3 2’87 T Zona de
4,5 2,88 rdxina
4,6 2.64 () rrecipitacidén
' ’

4,7 3,09
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4,8 2,97
5,0 35,0
5,4 (prdcticamente soluble en

su totalidad)

(*)- Zona de pH de mdxima vrecipitacidén: 4,3 - 4,6; punto isoeldc-
trico: 4,6; N dispersado rescvecto del total contenido en cesei-
nas 95 - 100 %,

La literatura sefiala como valor de pH isoeléctrico (mdxima pre-
cipitacién) 4,5 - 4,6 (25) (26) (27), no obstante puede observarse

de la gréfica que existe una zona (sefialada con flecha) entre pH

4,3 y 4,6 donde prdcticamente queda en el sobrenadante el 2,6 - 2,9%

del material nitrogenado dispersado (zona de minima solubilided de

la"caseina").

Whittier y Webb (26), al referirse a caseina industrdal obte-
nida por orecipitacidén Acida, seflalan que no obstante presentar el
valor ae pH 4,6 como minimo de solubilidad, dichas proteinas una vez
separadas de 1la solucidén, no se redisuelven apreciablemente en medios
levemente &cido o alcalino. Hay evidencias de gque puede agregarse mds
dcido hasta que el valor de pH descienda a 4,1 0 aun menor, sin que
ge llegue a afectar prdcticamente su solubilidad (procesos de obten-
cidén de caseina "grein-curd" o ovrocesos continuos de precipitacién,
en 1los que se logra un-codgulo de caracteristicas bien diferenciada.
por la mayor eliminacién de sales de czlcio y facilidud de lavades,
que influyen en su textura), Es interesante hacer notar, que tal u: -
wo surge de la observiacidn del "periil de solubilidad" versus valor:c .
de pH de orecipitacién (Fig. N2 2) la meseta que abarca la regién d»
pH entre 4,1 y 4,8, con muy ligeros cambios en la solubilidad de 1l1e:-
proteinas, es una caracteristica que concuerda con lo anteriormente
seflalado, dado que la cascina utilizada en el ensayo fue separada

por precipitacidn dcida en su obtencién a partir de leche descremada.
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Tal caracteristica, como se indicard
en el sentido de una me jor coprecibitacién

de harina de l1lino, cuyo pH isoeléctrico se

2.2.3. En experiencias méds comnletas y una
xirwa precipitacidn, se procedid a hacer un
las distintas fracciones separadas durante

precipitacién de caseina comercial (ver P,
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mds adelante, favorecié
en presencia de proteinas

halla en el entorno de 4,0.

vez elegido el pH de md-

balance cuantitativo de

el proceso de dispersidén-

Exptul,).

A continuacidn se ilustran los valores obtenidos:

Etapa de dispersién: (dos dispersiones sucesivas a pH 10,5 con rela-

ciones caseina:agua 1:20 y 1:10; y un lavado con relacién caseina:a-

gua 1:5 después de la primera dispersién).

N Jdispersado % N total (caseina) 98,68
N de residuo % N total (caseina) 1,01
N % de residuo (seco a 1002, vacio) 13,17
Etapa de orecipnitacidén: (pH isoeléctrico 4,5)
N soluble % N total (caseina) 2,75
N soluble % N dispersado 2,79
N precipitado 7% N dispersado 94,64
N 4 proteina aislada (seca a 452, vacio) 13,31

la cantidad de nitrdégerno precipitado, calculada en tase a la

diferencia entre el N total de 1a dispersidn original y la cantiidad

remaznente en el sobrenadante después de -a

precipiticién (95,93 %

respecto del N total o 97,21 % respecto dal N dispersado, fue supe-

rior a la calculada en base al peso del precipitado obtenido (seco

a 452) y su contenido en N (94,64 N pp. % N dispersado; 93,38 % del

N total). isa diferencia se atribuyea las pérdidas que ocurren en las

operaciones de lavado del precipitado (arrastre mecénico) y a la ca-

pa del mismo que queda adherida al tubo de

centrifuga.
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El siguiente esquema ilustra sobre los resultados obtenidos

(detalles, ver P. Exptal.):

caseina comercial (12,85 % N)

dispersién

(pH 10,5; NaOH)
+ ' T ¥
material dispersado «—99,69%- residuo
(12,67 % d; 98,68 # del N total) (seco a 1002; vacfo 13,17% N
1,01 % del N total)

precinitacidn

(pH 4,5; HC1)

' SE—
sobrenadante «—97,43% — proteinas (precipitado)

N £ N total: 2,75 13,31 4 N (lavado y secado al vacio, 452)
N % N disnercado: N pp. ¢ N dispersado : 94,64
2,79 N pp. %# N towal: 93,38

El codgulo de rrcteinns resultd de color hlanco y de consisten-
cia compactu, Despuds de efectuados loc lavados acuosos a pH isoeléc-
trico y los lavados etanélicos (EtOH 9% -5) (temp. amb.) sus caracte-
risticas fueron altamente satisfactorius (biunco, insipido, olor sua-
ve caracteristico, y en forma de grdnulos finos de textura arenosa,

una vez secos & 459, vacfo).

2.3. "Aislado oroteico"” @ nartir de caceine comercial, en macro-escd-

la ic laborutorio.

De uacueirdc con 12S ccondiciones experirnentales de aisl mienco
anteriormente serialazdas, se vprocedid a lo separacidn en escala mucro
(de latorztorio) de arrox. 500 g de nroteinas co: destino a su eva--
luacidén biold ica, 4 1o determinncidén de lisina disponible y de sus

caracteristicas analiticag,
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Para lograrlo se sislaron 1las proteinas de 3 partidas ds 200 g
de caseina clorhidrica comercial. Se obtuvieron 554,7 g de proteinas
secas a 452 (vacfo), conrn las si{guientes recuperaciones parciales:
184,7; 184,4 y 165,6 g (total 554,7 g); rendimiento(promedio) 92,5 %

sobre caseina de portida. Los detalles operatorios figuran en la P,
Exptal.,.

Una vez reunidas las distintas partidas (secas a 452) en una

gola muestra, fueron analizadas con los si;uientes resultados:

pérdida a 1002 (vacfo) (<) 6,25
cenizas (500 - 550¢) (%) 3,80 (b.s. 4,05)
nitrégeno (Kjeldshl, macro) (i) 13,95 (b.s, 14,88)

nitrégeno (en b. libre de humedad y cenizas)(;{) 15,51

3)- Elcccidn de l1us condiciones éntimi..s de coorcciritacién de protei-

na de 1ino y de caseins, Cdlculos nrevios en buse ] contenido

en lisinns di.:.onible de nmbas fuentes., Obtencidén ue aislados mix-
~

tos,

3.1, En 1la eleccidn dc¢ las condiciones déntimas de coprecipitacid.. de

proteina de lino con caseina para los [ines dessados, se tuvieron en

cuenta las siguientes caracteristicas de las resvectivas fuentes:
3.1.1. 21 -atrén de aminodcidos esenciules y en particular el valor
de lisina disponible y su relncién resvecto del »otrén provisional

de la proteina tomadu come referencia por FAO (1973).

3.1.2. Los rendimientos logrados en los zislados respectives y su con-

centracién en nitrégeno totr 1,

3.1.3. Los perfiles de solubilidad de las proteinoa versus valores

de pH de precipitacidn,
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Sobre la hase de la exverimentacidén uactual (determinacién de

lisina disponible en los materiales de partida y en los aislacdos res-
pectivos, ver I, Exptal,) de la informacidn recogida en trabajos pre-
vios (4) (8) y de literatura (51), aoparentemente 12 suplementacién
de 1a proteina de lino (deficiente primariamente en lisina) con casei-
na seria favoreble, incrementando el valor bioldgico de la mezcla re-
sultante, Teniendo en cuenta las resnectivas composiciones aminoaci-
dicas, la deficiencia en lisina de que adolecen las proteinas de 1li-
no seria contrarrestzda por el contenido relativumente elevado que
tiene en es¢ aminodciuo 1= caseina, micntras que el nivel aceptable
de azufrados en 1= orimera, no se verin alectado dentro de un margen

amplio de combinzciones con 12 caseina,

Surge con.o consecucncia inmediata de lu compurucidn de los con-
tenidos vorcentuales en 2aninodcidos esenciales de la proteina de 1li-
no con los respectivos del natrén FAO (34), la siguiente secuencia
en el orcern de arinofcidos limitantes: lisina, lcucina y treonina (19,

22 v 32 liritarte).

Sobre estas bases y teniendo en cnucentz los vaélores correspondien-
tes para ceseins (51) se asn calculado las oroporciones ue caseina
que seris recessrio incorporur a la proteina de lino (cubriendo las
pérdidas a través del orocedimiento de dispersidén, precipitacién y
purificacidén de ambas fuentes), vara nivelar los tres aminodcidos de-
ficitarios seralados. Similzrmente, se calculd pvare qué porcceataje
de caseina (a su vez deficituria en azufrados) en la i icla aguélla

comenzaria 4 limicwar su valor bioldgico.,

3,1.1. Los valores de cémouto quimico (g aa esenc. prot., x . 100 /g

aa esenc. FAO) (52) revelan que dentro de un dmbito de niveles entie
el 1 y 40 o 50 ;i de cuseina incorporadnt & iu rezcls, cwurrirfa una

guplementuacién grudual, cubridndose los requerimientos dera los si-
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guientes aminodcidos esencisles deficitarios segir. el siguiente de-
talle (Tabla 10):

Tabla 10

Valores de cémputo quimico, calculados para distintas mezclas de ais-

lados de lino-caseina.

céduputo quimrico
aislado de caseina () (%) 0 20 30 40 50 100

aislado de lino (~) (%) 100 80 70 60 50 0
lisina disponible 68,0 87,9 97,8 100 100 100
leucina 75,4 88,3 94,8 100 100 100
treonina 83,3 89,5 92,5 95,7 99,0 100
azufrados tot«les 100 100 160 100 100 92,0

(")- Contenido en aminodcidos esencicles deficitarios en proteina de
lino: lisina disvonible (det. en lab.) 3,74 g/16 £ N; leucina (8)
5,28 g/16 g N; ireornina (8) 3,33 g/16 ¢ N y zzufrndos totales 3,78
&/16 g N (8).

Contenido en unminodcidos esenciales en caseina: lisina disponible
(det. en lab,) 9,22 g/16 ¢ N; leucina (51) 9,80 g/16 g N; treonina
(51) 4,58 /16 ¢ N y azufri:dos totales (51) 3,22 g/16 g N.

Pare mezclas inferiores ul 20 i de caseina se !ogran valorsas
de cdédmputo quinico gradualmente menores para todos 1os aminodcidos

consiideraaos,

3.1.2. Cdlculos vrev,os de suplementacidn. Consider: cidn de los ren-

dimientos lo.rados en aislados de lino y ceseins - gnus contenidos en

nitrégeno total.

Conccidus experimentuluente cl contsr ido en nitrdgens total

(proteina crucz) de los sislados vroteicos finales de ambas fuentes

y los rendimientos que suelen lograrse en dichos procesos de aisla-
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miento, se pudo calcular le centidad de los materiales de partide a
mezcler que representarian las proporciones deseadas para ambas pro-

teines.

Es decir, que el cdlculo a que se hace referencia, implica el
conocimiento del contenido en nitrégeno total aportado por cade ais-
lado y el rendimiento de los mismos respecto del material de partida

correspondiente,

Un ejempls facilita 12 interpretacién del cdlculo antes mencio-
nado, siendo de aplicacién general a todas las combinaciones de mez-

clas planeadas,

El aislado proteico de lino (seco a 452), obtenido a partir de
harina integral, rinde 12,20 # de N total (12,20x 6,25 = 76,25 % de

proteina cruda).

El producto aislado (seco 2 452) a partir de caseina comercial

rinde 14,10 % de N total (14,10 x6,25 = 88,12 % de proteina cruda),

Para lograr uns mezcla que contenga aproximzdamente el 90 % de
proteina de lino y 10 % Je caseina, se necesitarian aislar respecti-
vamente 100 x 90/ 76,25 g de aislado de lino y 100 x 10/ 88,12 g de ais-
lado de caseina en el procucto final, Teniendo en cuenta las pérdidas
que se registran a través del oroceso de cislamienio (dispersién, pre-
cipitacién, purificacidén y secado) esas cantidades estarfan represen-

tadas por las siguicnies vrovorcicnes de productcs ds partida:

¢/100 g de hirina de lino rinden (promedio) 24 ¢ de producto final
geco & 452 ("aislcdo" de lino).

¢/100 g de ceseir: comercial rinden (promedic)} 92 ¢ de producto final
geco a 4592 ("aislado" de caseina),

Por lo tunto: 100 x 90 x 100/ 76,25x 24  representaria la proporcida
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a resar de harina integral de lino; y 100 x 10 x 100/ 88,12 x @2 la que
corresponde a caseina ccmercial, En otras palabras, para lcgrar un
aislado mixto suplement2ndo oroteina de lino con 10 % de caseina, se
utilizarfan 491,.8 g de harina integral de lino y 12,33 g de caseina

comercial,

Todo ello sobre la base de la supuesta composicidn constante
aportada por cada fuente, desde que las estimaciones previas fueron
hechas sobre los productos aislados y vourificados en las mismas con-

diciones que operarian sobre los ecislados mixtos.

3.1.3. E1 otro factor de importancia considerado fue el perfil que

relaciona solubilidad del material nitrogenado dispersado y los va-

lores de pH de precipitacién para cada fuente nroteica.,

A tftule ilustrativo, la Fig. 3, incluye anmbos perf&les: curva
1l, que representa los valores de solubilidad del N dispersado de ca-
seina comerciel respecto de los valores de pii-de precipitacidén; y
curva 2, .jue representa los mismos pardmetros para proteina de lino
(resultados log¢:rados en un trabajo previo y utilizados a fin de per-

mitir su comparucidn) (2).

Surce en forma evidente que es factible opcrar le coprecipita-
cién de umbas proteinas al valor de pH isoeléctrico de la proteinu
de lino, varticularmente si se tiene en cuenta un hecho comentado an-

teriormente (Lisc. P. Exptsl, 2.2.): la menor taucilidad dv redisolu-

cién de l:i: cuseina una vez precinitada ;s separada del medio, por e-
fecto de ligeras varieciores de pll.

A pesar de ello, se realizaron unas primeras pruebas de copre-

cinitucidn a fin de demostrarlo experimentalmente,
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Se consideré el rivel de 20 % de suplementacién y se coprecipi-
t6 separadamerte y de scuerdo a la misma secuencia de operaciones en
ambos casos, & pH 4,0 (punto isoeléctrico de las proteinas de 1lino)
y a pH 4,5 - 4,6 (pH isoeléctrico de la caseina). Se registraron, so-
bre los aislados mixtos logrados (precipitados purificados y secos
a 45%) los siguientes datos: rendimiento, pérdida a 1002 (vacfo), ni-

trégeno total y lisina disponible.

En la Tabla 11 se ilustra el conjunto de valores obtenidos pa-
ra pH 4,0 y 4,5 respectivamente. La cantidad de los materiales de par-
tida fuc la misma pare ambas experiencias: 30,00 g de harina integral
de lino y 1,69 g de caseina clorhfdrica comercial, operdndose de a-

cuerdo con la técnica mencionada en la P, Exptal.4).

Tabla 11

Caracteristicas de los aislados mixtos (proteina de lino +20 % de ca-

seina) conrecipitados a oH 4,0 v 4,5.

aislado mixto (prot. lino 80 % +caseina 20 %)

coprecipitado a pH: 4,0 4,5-4,6
rendimiento (%) 28,1(") 22,5(°")
pérdida a 1002 (vacfo) (%) 8,90 3,03
nitrégeno total (%, b.s.) 13,44 14,14
lisina disponible (g/ 16 g N) 5,07 4,98
lisina disponible (% de aislado mixto) 4,26 4,40

(")~ 8,03 g de producto aislado seco a 459,

(**)- 6,97 g de producto aislado seco a 459,

E1l andlisis comparativo de los resultados revelas
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- un mayor rendimiento en sislado final vpara la coprecipitscién e-

fectuada a pH 4,0.

- un cortenido en nitrdézeno en el aislado final obtenido a pH 4,5~

4,6 sorprendentemente alto. Este valor (promedio de 4 determinacio-
nes concordantes) tendrfa justificacién en observaciones experimen-
tales llevadas a cabto en un trabajo previo sobre rroteinas de lino
(2) (cuadro 5), donde se registré un incremento para el contenido
en nitrégeno en proteinas aisladas entre el pH isoeléctrico 4,0 y

5,0, parilelo 2 la disminucidén en rendimiento.

- un contenido similar pora lisina disponible (4,40 y 4,26 %) res-
pecto del aislado fﬁnal para ambos coprecipitados, valor que al ser
expresado en base a 16 g de N, se evidencia algo mayor para el co-
precipitido a pl 4,0 (aparentemente compensado por los distintos ni-

veles de nitrégeno).

Sobre estas bases, se decididé en lo sucesivo coprecipitar las
diferent:s mezclas de suplementacién, & pH 4,0 (pH isoeldctrico de
la proteina de lino) dedo que en esas condiciones se logra mayor ren-
dimiento en el aislado mixto con un nivel en lisina disponible si-

milar,

Los resultados ot.ecnidos para lisina disponible en cada ais-
lado mixto coprecipitado con diferentesniveles de caseina en la mez-
cla, muestran claramente el efecto gradual comnplementar .., de este
eminodcido proporcionado por la caseina al ser incorporada en mayor
cantidad.
nivel de caseina contenico en el
aislado :1ixto coprecipitado a pH 4,0 3% 10% 20% 40%
lisina disponible (g/ 16 g N) 4,26 4,48 5,07 5,94
nitrégenou (55 b.s.) 13,09 13,22 13,44 13,76
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4)- Aislamiento de protsinas de lino suvplementadas a diferentes nive-

les con caseina, en nacro-escala de laboratorio. Estudios nutri-

cionales.

4.1, De zcuerdo con las condiciones operatorias cuyo detalle figura
en la P. Exptal., se procedié al aislamiento en escala macro (en la-
boratorio) de 250 - 300 g de "aislidos proteicos mixtos" con destino
a su caracterizacién y evaluvacidén nutricional. Para el propdsito per-
seguido se utilizardn los resnltados de estas experiencias nutricio-
nales a fin de evaluar la imvortancia rel:tiva del nivel del suple-

mento y 1r calidad de la mezcla protefnica resultante,

Pare lograrlo se aislaron las proteinas de numerosas partidas
de 200 g de halina integral de lino suplementadas con diferentes ni-
veles de caseina comercial (5, 10, 15, 20 y 40 %) calculados segin

se menciond en la parte 3.1.2., de esta Discusién.

Una vez complestada 12 etapa de dispersidn del material nitroge-
nado de la harina de lino y sobre el total de los liquidos separados,
se incorpordé la cantidad calculada de caseina comercial previamente
dispersa en medio acuoso alcalino, £l conjunto, homogeneizado por &a-
gitacidén, fue adicionado de dcido hasta alcanzar el pH de mdxima pre-
cipitacién (4,0), Las etapas siguientes comprenden la separacién, la-
vado, purificacién y secado (459, vacio) de los aislados mixtos ob-

tenidos.

La Tabla 12 ilustra sobre los rendimientos parciales logrados
para las distintas partidas de aislados mixtos coprecipitados, para

diferentes niveles de caseina.

Se reunieron las partidas de aislados correspondientes al mis-
mo nivel de suplementacidn, se mezclaron Intimamente, secaron nueve-

mente a 452 (vacfo) y guardaron en recipiente de buen cierre hasta
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el momento de su utilizacidn.

Tabla 12

Rendimientos en aislados mixtos nara diferentes niveles de suplemen-

tacidn.

nivel de suplementacidén
con caseina 5 % 10 % 15 % 20 % 40 %

g de aislado mixto/ 200 g harina de 1li-
no+ x g caseina comercial (seco 452, va-
cio)

50,5 52,3 55,4 57,5 70,3
5i,4 51,0 56,5 58,6 73,6
52,5 50,8 57,4 56,7 73,8
52,0 53,5 54,6 58,1 73,0
51,2 51,7 56,2 56,2

total de aislado mixto
obtenido (¢) 257,6 259,3 267,1 287,1 290,7

rendimiento % (promedio) 25,4 25,3 27,4 27,2 31,6

Estas cifras (promedio) de rendimientos para los aiuslados mix-
tos, superiores al valor logrado para el aislado de 1lino sin suple-
mentar (prom.: 24,0 %). reflejan la casi total coprecipitacién de 1la
caseina incorporada, dado que muestran un incremento hacia mayor ni-

vel de suplementacidn.

Los zislados mixtos asi obtenidos, mostraron las siguientes

caracteristicas fisicas y valores analfticos (Tabla 13).
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Los datos de lisina disponible revelan el aporte en tal senti-

do de la caseina en la mezcla coprecipitada, desde que al nivel del
40 % (posiblemente entre 20 y 30 %) cubre los requerimientos para ni-

flos sefialados por FAO (1973) (5,50 ¢/ 16 g N).

Para completar la informacidén se incluye la Tabla 14 que ilus-
tra sobre la precisién del método de evaluacidén quimica de lisina dis-
ponible (53) y la relacidn lineal entre lisina disponible y el % de

caseina en los aislados mixtos coprecipitados,

Tabla 14
Evaluacidén de lisina disponible en los aislados mixtos de caseina y
de lino.
aislado de: n? de det. lisina disponible s("")

(8/16 g N) (")

lino 3 3,74 0,05
lino supl. 5 % 3 4,16 0,08
lino supl., 10 % 3 4,43 0,20
lino supl. 15 % 3 4,73 0,06
lino supl., 20 % 3 5,01 0,10
lino supl. 40 % 3 5,70 0,07
caseina 100 % 3 9,22 0,07
(*)- X =2;§1_ = media aritmética; Xi = determinacién individual.
(~*)- s:=j%6?;:_§]2 = desviacidén standard.

La Figura 4 representa la relacidn lineal entre lisina disponi-
ble y el % de caseina en el aislado mixto, para la cual se obtuvo un
coeficiente de correlacién (+) r = 0,997, valor que lo ubica en la

clasificacidn de una correlacién casi perfecta.
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4.2, Evaluacidén bioldgica de los aislados oroteicos mixtos (lino su-

plementado con diferentes niveles de caseina) y su comparacidn

con los aislados obtenidos del lino y caseina comercial.

Se llevaron a cabo una serie de pruebas bioldgicas (Utilizacién
Proteica Neta y Digestibilidad) en ratas, para determinar el orden
de eficiencia de la suplementacién con caseina por coprecipitacién
Yy a distintos niveles sobre proteina aislada de lino. Ello permitid
su comparacidn con los valores logrados para proteina de lino sin su-

plementar y para caseina (usada como referencia).

S¢ utilizaron ratas de la cepa Wistar de la colonia pertenecien-
te a la cdtedra de Promatologia y Nutricidn Experimental de la Facul-

tad de Farmacia y Bioquimica de la U.B,A..

Los ensayos se llevaron a cabo ag:.:gando todos los nutrientes,
incluyendo vitaminas y minerales a la dieta, dejéndo como dnica va-

riable la proteina a examinar, de auerdo a los detalles que figuran
en la P, kxptal.

La primera etapa fue la vreparacién de la serie de dietas a ni-
vel constante en proteina (10 %). Tambiédn fue similar el Valor Cald-
rico de las mismas, comprobado experimentalmente segin P. Exptal, 7.
Una de ellas contenia solamente la proteina aislada de la harina de
lino y otra, solamente el aislado obtenido de caseina comercial, Las
dietas remanentes (isoproteicas) se prepararon con cada uno de los
aislados mixtos obtenidos a diferentes niveles de suplementacidn con
caseina coprecipituda en presencia de proteina de lino (5, 10, 15,

20 y 40 % respvectivamente).

Los resultados se present2n en la Tabla 15.
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Semin se observa, la creciente sunlementacién con caseina, in-
dujo un incremento significativo en 1la calidad nutricional del aisla-
do mixto final, en comparacidén con el valor logrado para el aislado
de lino sin suplementar. Avarentemente 1la mejor suplementacidn entre
ambas proteinas es aquélla en que 1a caseina aporta el 40 % del total
de las vroteinas en el aislado coprecipitado. kn base al peso de los
materiales de partida, esa prooorcidn corresponderfa a la relacidn
200 g de harina de lino y 30.07 g de caseina comercial, que por dis-
persién y subsiguiente coprecivpitacién del material nitrogenado rin-

den un aislado mixto que corresponde ual de dicha calidad bioldgica.

Los resultados'fepresentados en la Fig. 5, estdn indicando que
en las distintas mezclas en subplement:acidén y hasta alcanzar el nivel
del 20 % ea caseina, disminuyen y se van nivelando las deficiencias
en lisina, treonina y leucina de la proteina de lino a medida que au-

menta la proporcidén de caseina en el aislado coprecipitado.

rambién se observe que entre los niveles del 15 al 20 % en ca-
seina, ésti aporta ya suficiente cantidad de esos aminodcidos esencia-
les para provocar un impacto positivo en la calidad ae la proteina

de 1lino.,

E1l valor mdximo logrado al nivel de suplementacién del 40 % pa-
rece alcanzar el correspondiente pura el aislado de caseina comercial,
teniendo en cuente el dmbito de osciliiciones en los resultados (erro-

res) frecucnte dentro de este tipo de experiencias.

En 1z Tabla 15 también puede observarse que los valores medios
de UPNst muestran una tendencia similur al de los UPNop, al aumentar
el porcentaje de caseina en el aislado utilizado, por ser las dietas

prdcticamente isoproteicas e isocaldricas.
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En la Fig. 6, se aprecia lu relacida establecida entre los va-

lores de UPNop y de lisina disnonible respectivos, correspondientes
a las dietas con diferentes niveles de suplementacidn con caseina u-

tilizadas.,

De nuevo aqui, es de interés h:acer aotar que el efecto suplemen-
tario de 1la lisinra (representado en este caso por un incremento en
el valor de la UPN), fue acenludndose progresivamente, conforme el

nivel de caseina aumnentaba en la dieta.

Los cdlculos previos, en términos comparativos, de la composi-
cidn en aminodcidos esenciales de la proteina aislada de lino, con
la del patrdn provisional de 1a proteina de referencia FAO (34), re-
velaron co1o primer aminodcido limitante a la lisina. A partir de es-
tos resultados bioldgicos se juzga de interés comparar, la buena con-
cordancia entre la prediccidn establecida sesin el cédmputo quimico,
y los valores de UPN, utilizando raias jévenes en etapa de crecimjien-

to.

Asinismo los valores de digestibilidad parecen estar influidos,
en lineas generales, oor el nivel de suplementicién de caseina en el
aislado mixto contenido en 11 dieta, La Tabla. 16 y la representacidén
de dichos valores en la Fig. 7. suministran datos acercu de esta re¢-
lacidn, indicativos de que el valor de la digestibilidad (D) ascien-
de ligeramente conforme aumenta el nivel de suvlementacidén con casei-
na. E1 coeficiente de correlacidén entre awbos valores fue de+0,967 (r)
(correlacidén ray bucna). Ararentemente, si bien la D del eaislado pro-
teico de lino sin sunlementar es alta (87,4) se observa el efecto de
la inclusidén progresiva de una rroteina de mayor digestibilidad como

lo es la caseina (92,5).
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Pabla 16

Valores de digestibilidad (D) en funcidén del incremento en el porcen-

taje de caseina en los aislados mixtos ensayados,

proteina D 8 n? det.
aislado de:

lino (100 %) 87,4 1,0 4
lino + 5 % caseina €6,9 1,3 4
lino + 10 :{ caseina 87,5 1,4 4
lino + 15 % caseina 88,6 1,0 3
lino + 20 ;5 caseina 89,9 2,1 4
lino + 40 ‘! caseina 89,7 1,5 4
caseina (100 %) 92,5 2,4 4

En el presente caso, la importanciu de la lisina fue evidente
en todos los niveles de suplementacidén de las dietas ensayadas. No
obstltante, ol haber logrado final..ente un valor comp:rable al de la
caseina tomaua couwo referencia, aa la pauta de que simultdneamente
se hubrian suplementzdo todos los uminodcidos limitantes de la protei-
na de lino, a fin de mantener un balance apropiado entre ellos. Cabe
aqul sefalur que las proteinas de lino son buena fuente de azufrados
totales (3,78 g/16 g N) frente al valor de requerimiento dado por FAO
(3,5 g/ 16 g N) para nifios.

La literatura informa sobre un conocimiento mucho méds profundo
del patrdén de aminodcidos esenciales necesario para cubrir los reque-~
rimientos individuales en ratas <n cr.cimiento que en infantes. De
ellos surgen, no obstante, los menores requerimientos, particularmen-
te en lisina y azufrados, para estos dUltimos. Es razonable su consi-

deracidén al extrapolar los resuliados logrados e:.. ensayos de alimen-
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tacidén con ratas en creciitiento al nifio, desde qua estariamcs subes-

timando su calidad biolégica para éste.

Desde el punto de vista econdmico, representa un ahorro en la
fuente de mayor costo (caseina) efectuar supleumentaciones ccn niveles

algo menores del 40 %,

5)- Determinacidén de los contenidos en cenizas totales, fésforo total

vy de dcido fitico e hidratos de carbono totales en los respecti-

vos aislados.

Con fines comparalivos, se incluyeron en el andlisis de compo-
sicién general de los aislados de partida y de los diferentes aisla-

dos mixtos coprecipitados las siguientes determinaciones (ver P, Expe-

rimental) cenizas totales, fdésforo total y fésforo de dcido fitico

e hidratos de carbono totales; cuyos valores (promedio) figuran en _ _

la Tabla 17,

La determinacidén de cenizas totales (obtenidas en presencia de
un fijador de fdésforo: sal de magnesio) permitid registrar un mdximo
nivel para el aislado de caseina (4,1 7% b.s.) inferior al seflalado
paru caseina clorhidrica comercial (4,31 % b.s.) justificeble ya que
se la obtuvo en laboratorio vor redispersidn, precipitacicn y purifi-

cacidén a partir d¢ aquélla.

Puede observarse un descenso aoreciable en el contenido en hi-
dratos de carbono totales, dado que el aislado proteico de 1lino re-
tiene en su precipitacién 23 % (b.s.) de dichos componentes (no eli-
minables por sucesivas redisversiones y reprecipitaciones) y en el

aislado ottenido a partiir de caseina comercial estdn ausentes.

Los diferentes aislados mixtos coprecipitados muestran un de-

crecimiento notorio y progr-sivo en esos componentes, concordante con
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la suplementacidn creciente con caseina,

El contenido en fésforo total pera el aisluado de lino registra
el menor velor en la serie de aislados obtenidos (0,31 % b,.s.) y los
aislados mixtos muestran unz discreta subida con el aumento en el %

de caseina en los mismos,.

La magnitud del contenido en dcido fitico (expresedo en P % hg)
registra una tendencia al descenso (ligera, pero observable) a través
de toda 1a serie de aislados mixtos y a partir del aislado de 1lino,

desde que en l& cuaseina estd ausente este componente.

El nivel de fésforo remanente (% b.s.) (diferencia entre P to-
tal y P fitico), también muestra una tendencia creciente a partir del
aislado de lino, a través de los preparados mixtos por coprecipita-
cién hasta el de caseina, en razdén del predominio consistente en fés-

foro inorgdnico (fosfatos) en dicho sentido.
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PARTE ITI

PARTE EXPERIMENTAL

1)- Materias primas. Obtencién de harina de lino. Cuseina clorh{dri-

ca comercial de buena calidad. Andlisis de composicién general,

La semilla de lino oleaginoso, adquirida en el comercio (cose-

cha 1973) sirvié como material de partida para la obtencién de la ha-

rina integral de extraccién (hexano técnico).

1.1. Obtencién de la harina de extraccién de lino.

Aproximadamerte 15 kg de semilla de lino, una vez molida, se
agotaron en Soxhlet por hexano técnico. Para ello se realizd una pri-
mera extraccidén a fin de eliminar la mayor parte del aceite, remolien-
do la semilla en molinillo y reextraysndo hasta agotamiento. E1 pro-
ducto resailtante se secd al aire y elimind el resto de solvente en
estufa de vacfo a 452. Se obtuvo as{ la harina integral de extraceidn
(aprox. 8 kg), que se guardd en frasco de buen cierre hasta el momen-

to de su andlisis.

Sobre esie material se determinaron los contenidos en humedad,
cenizas, nitrégeno totel y fibra cruda % de producto tal cual, de

acuerdo con las siguier.tes técnicas:

Humedad: Se efectud sotre aprox. 1 g de nuestra, en estufa de vacio

a 1002, hasta peso conestante (AOAC, Official Method 13.3, 1950).

Cenizus: Se obtuvieron por incineracién de aprox. 1 g de muestra en

mufla (500 - 5502) hasta lograr un residuo prdcticamente blanco y de
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peso constunte (AOAC, Official Kethod 13.5, 1950).

Nitrégeno total: Se determiné sobre 0,2 - 0,3 g de harina segin el

macrométodo de Kjeldahl (AOAC, Official MNethod 2,24, 1950), efectuan-
do la digestidn con mezcla HpS0,4. CuSOyq 7 KpS504 .

Fibra cruda:Se realizé sobre la harina (material cuyo contenido en

aceite es inferior al 1 %, segin lo requerido para aplicar la técnica
AOAC, Official Method 22.038, 1965), operando por el método de la do-

ble hidrélisis dcida y alcalina,

Los valores hallados espresados % de harina tal cual, se rufi-
rieron a hurina libre. de humedad. E1 valor de nitrégeno total se da
en base seca y libre de cenizas. En todos 1los casos se usaron 1l9os va-
lores promedio de determinaciones efectuadas por duplicado o triplica-

do.

Lisina dis»wonible: Al margen de Jas deterninaciones que hacen a su

composicidn general, la harina irtegral se¢ examind en su contenido de
lisina disvonible, con fines courvarativos. Se aplicéd la técnica de

Conkerton y t'rampton cuyo detalle exverimental figura mds adelante.

1.2, Caseina clorhidrica comercial.

La caseina utilizada fuv:: remitida por la Fundacidén "Instituto
de la Leche" Vicente L. lasares y Hersilie Lynch de Casares rotulada
como "caseina clorhidrica de buena calidad". Se rresenta como un pro-
ducto de granulosidad variable (retenido en malla 25, 10 %; en malla
40, 27 %; pasando el 63 % vpor malla 40), ée color crema y textura fir-
me, arenosa. La suspensidn acuosa registre un valor de pH de aprox.

4,8.
Sobre e¢ste producto 3e realizaron las distintas determinaciones
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de composicidén general y de lisina disnponible, a los fines de su

caracterizacidn.

Para las determinsciones de humedad, nitrézeno total y lisina

disponible se operd seguin lus técnicas seflaladas para harina de lino.

Dada la naturaleza del material, rico en fosfatos, fue necesa-
rio calcinar en presenzia de un fijador. Se determindé sobre 1 g de
nuestra, previamente adicionada de 2 ml de solucidn saturada de
Mg(NO3)2 y llevado a seco sobre tela metdlica. Se calcinéd en mufla
(500 - 550¢) hasta peso constante. Se ccndujo paralelamente un blan-~
co con igual volumen de solucidn de fijador, que se desconté del pe-

so total.

2)- Obtencién de proteinas aisl~-das de harina integral de lino. Ensa-

vos previos al aislamiento de »nroteinas a partir de caseina co-

mercial. Ajuste de condiciones déptimas de extracciéa y precipita-

cidén.

2.1, Obtencién del aislado de lino.

2.1.1. bgaipos y react.vos.

En los ajustes de pH se usaron soluciones de HONa o de HC1l 5 N
y las respectivas solucionés diluidas (0,5N). Se controlaron los va-

lores de pH con electrodo de vidrio (pHuster E 3963-Methrom).

Durante la extraccidén vel material niirogenado, la temperatura
de la solucidén se mantuvo a 302 (circuludor de agua con termostato)

y la precipitacién de las proteinus se efectud a temp. amb, (20 -

259).

En las etapus de extraccidn y vrecipitacidén se utilizé un agi-

tador mecdinico de vidrio, y en 1lss separaciones por centrifugacidén
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se operé con una centrifuga Universal Junior IIIS, a 2800 rpm.

n la etapa de purificacién de las proteinas precipitadas, se
usé en todos los casos, agua destilada previamente ajustada al valor

de pH correspondiente de precipitacidn.

En los lavados subsiguientes se utilizé etanol 95 % (destilado).

2.1.2. Obtencidén en escala macro de laboratorio.

Se procedié de acuerdo con condiciones operativas establecidas
en un trabajo previo sobre aislamiento de proteinas de harina integral,
en el cual se fijoron los vzlores de pH éptimos de dispersidn y de

mdxima precipitacién de dicha: proteinas (4).

a)~ Dispersién del material nitrogenado.

En baldén de tres »ocas provisto con agitador, se dispersaron
por separado partidas de 200 g de harina integral por agitacién per-
manente durante 1 hora, a temp. amb., en 4200 ml de agua destilada (re-
lacién harina:agua 1:21), munteriendo =i valor de pH de éptima dis-
persién (9 - 10) por afindido de so0lucidén de HONa 5 N, Por centrifugza-
cidén se senard el liquido sobrenadante del residuo que contiene to-
da la fitra. Este dltimo se traté vor agitacidén con lQOO ml de agua
destilada z2justada previemente al pH de dispersién (9 - 10) (relacién
1:5) y certrifugd nuevanente psra separar el lf{quido sobrenadante que
se reunid con el anteribr. El residuo se sometid a una nueva extrac-
cién cou 2300 ml de ajzua destilada (relccidn harinazagua 1:11,5)
wanteniendo por otra hora el vulor de pH de dispersién (9 - 10), en
las condicioneds antes mencio-cdas. Al término de ese tiempo se cen-
trifugd y el sobrenadante se unid a loo uznteriores. En todos los ca-
sos los lfquidos decantados se orsaron nor tela metdlica (acero inoxi-

dable, 20C mallas/cm).
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b)- Precipitacidn.

Se llevé a cabo por afiadido de solucidén de HCl 5 N y auste al
valor de pH de mdxima precivitacidén (4,0) con HC1l diluido (0,5 N),
a los liquidos de extraccién. a ternp. amb. y con agitacién permanen-
te hasta lograir un pH estable de 4,0. E1 precipitado se separd por
centrifugacidn, después de lo cual y por dos veces sucesivas, se la-
vé con 10CO ml de agua ajustada previamente al valor de pH 4,0 (re-
suspensién del precipitado por fuerte agitacién) (relacién precipita-

do:agua 1:22), centrifugando luego de cada lavado. Los liquidos de-

- cantados se desechsaron,

¢c)~- Purificacidn.

Los codgulos anteriores se lavaron por agitacidén enérgica y por

4 veces consecutivas, a temp. amb,, con 1000 ml de etanol 95 % (las
dos primeras veces) y 800 ml (las dos udltimas), lavando finalmente
con aproximedanente 400 ml de eter etflico. t¢ centrifugd después de
cada lavado. las proteinas as{ purificadas presentaron color blanco-

cremoso, siendo su consistencia compacta.

d)- Secado.

Los precipitados se de jaron aproximadamente 12 hs en desecador
¥y luego se extendieron en capa delgada, secdndolos a temp. de 452 (va-
cfo, 5 Torr). Se obtuvieron en forma de polvo fino, blanco y livia-
no, Los rendimientos se mencionaron en la Discusién y sobre la mezcla
homogénea de proteinas de todas las partidas logradas se practicaron
los andlisis cuyos resultados han sido discutidos: pérdida a 1002 (va-
cfo), cenizas, nitrégeno, lisina disponible, hidratos de carbono, fés-
foro total, fésforo (dcido fftico), Utilizacidén Proteica Neta y Diges-
tibilidad,.
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2.2. Obtercién de caseina "aislada" en lsboratorioc. Estudios previos

de condiciones éptimas operativas para el aislaomiento de protei-

nas a partir de caseina comercial.

2.2.1. Equipos y reactivos.

Los mismos sefialados en 2.1.1.

2.2.2, Técnica de dispersidn de la proteina. Eleccidén del pH 6ptimo.

.En baldn de tres bocas, provisto de agitador mecdnico, se colo-
caron 5 g de muestra y suspendieron en 100 ml de agua destilada (re-
lacidén sélido:1iquido 1:20). Se agitd en forma permanente durante 1
hora, manteniendo constantes la temperatura de 30?2 y el valor del pH
de dispersién a ensayar (7,5; 8,5; 9,5; 10,5 y 11,5), con solucién
de NaOH 5 N, ajustando con solucién diluida de NaOH 0,5 N, E1 conjun-
to se tranuvaséd a matraz aforado (250 ml) decantdndolo a travds de
tela metdlica (acero inoxidable, 200 mallas/cm). El1 residuo se lavé
por agitacidén con 25 ml de agua destilada previamente ajustada al pH
de dispersién y centrifugé durante 20 min (2800 rpm). E1 1iquido so-

brenadante se agregdé al separado en lu primera extraccidn.

Se operd una gegunda dispersidn similar a la primera con rela-
cién sdblido:agua 1:10, en iguales condiciones, reuniendo el liquido
separado después de centrifugacidén con los anteriores. Se llavé fi-
nalmente a volumen y midieron ul1{cuotas (por triplicado) para deter-
minar nitrégeno dispersado a los diferentes valores de pH ensayados.
Los valores promedio obtenidos de Nitrégeno dispersado % Nitrégeno
total (sobre caseina comercial de partida) se utilizaron para el tra-

zado de la curva de la Figura 1.

2.2.3. Eleccién del ol de mfdxima vrecipitacidén (isoeldéctrico).

En baldén de tres bocss provisto de agitador mecdnico, se colo-
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caron 60 g de muestra que se suspendieron en 1200 ml de agua desti-

lada previamente ajustada al valor de pH 10,5 (elegido de acuerdo con
la experiencia anterior), correspondiendo a una relacién sélido:aguae
de 1:20. Manteniendo la temp. a 302 y el pH sefialado, se agité en for-

ma permanente durante 1 hora para su médxima dispersidén.

E1l conjunto se centrifugé (30 min, 2800 rpm) y el liquido so-
brenadante se transvasé a matraz aforado, decantando a través de te-
la metdlica (malla 200 de acero inoxidable). El residuo se lavé por
agitacidn con 300 ml de agu: destilada previamente ajustada a pH 10,5
(relacién sélido:agua 1:5), centrifugé nuevamente (20 min, 2800 rpm)
y el 1liquido decantado se reunidé al anterior después de pasarlo por
malla 200, E1 residuo se transfiridé nuevamente al baldén donde se pro-
cedié a una nueva dispersidén del material nitrogenado a pH 10,5 (re-

lacidén sdélido:agua 1:10, 302), con agitacidén permanente aprox. 45 min,

El 1liquido decantado después de centrifugar se reunié con los
anteriores y finalmente se llevd a volumen de 3000 ml, (se utiliza-
ron 2 matraces de 2000 y 1000 ml respectivamente que se mezclaron
intimamente antes de medir alicuotas). Se fraccioné en alicuotas de
igual volumen (600 ml c/u) colocadas en sendos vasos de precipitacion
y se midieron separadamente (por triplicado) volumenes convenientes
para determinar Nitrégeno dispersado total, Se operd la precipitacién
de caseina a distintos valores de pH, cubriendo el dmbito de 3,0 a
5,0, con agitacién que continué hasta unos 2 min después de alcanza-~
do el valor de pH deseado y a temp. umb.. Para regular ei pH se usé

solucién de HC1l 5 N, ajustando finalmente con solucién diluida de
HCl 0,5 N.

Los precipitados obtenidos se separaron por centrifugacidén
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(30 min, 2800 rpm), lavando en todos los casos con el mismo volumen
minimo de agua previamente llevada al valor de pH corresponiiente
(50 ml) y los sobrenadantes respectivos se decantaron en matraces a-
forados (500 ml)., Se llevé a volumen y midieron alfcuotas para deter-

minar nitrégeno en el sobrenadsante, para cada valor de pH.

Los datos obtenidos, consignados en la Figura 2, muestran el

porcentaje de material nitrogenado soluble (sobrenadante) en funcidn
de los valores de pH, registrdndose cifras minimas en la zona de md-
xima precipitacién (isoeléctrico).

A continuacién se presenta un esquema general del procedimien-

to descripto.
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Esquena general. Dispersidn de caseina clorhidrica comercial y pre-

cipitacidén a diferentes valores de pH (ecleccidén del valor de pH de

midxima precipitacidén, isoeléctrico).

-- g muestra (ceseina comercial)

+agua destilada a pH 10,5 (ajuste con
solucién de HONa 5 N) 302 y agita-
cién permanente (1 hora)
relacién caseina:agua 1:20

. centrifugacidn
* (30 min, 2800 rpm)
. ¥ ! K|
‘o Liquido decantado Residuo

los liquidos decantados
reunidos se llevan a vo-
Jumen

!

determinacidn

de N disper:iado
(por t:iiplicado
sobre alicuotas)

K
en alicuotas i-
guales, precipi-
tacién con HC1l 5 N
y dil., entre valo-
res de pH 3,0 a 5,0
con agitacidén, a
temp, amb.

centrifugacidn
(30 nin, 2800 rpm)

un lavado con agua desti-
lada, llevada a pH 10,5,
(relacién 1:5) y centri-
fugacién (20 min, 2800rpm)

—
Liq. decantados

3
Residuo

nueva disper-
8ién con agua des-
tilada a pH 10,5
rel., sdél:1liq.
1:10, 309, agita-
cién permanente
por 45 min.

4
?ﬁﬁt 868nrpm)

!
Liquidos sobrenadantes

rifuga
- Residuo

min, 2
\ (trazas)

Precipitados

(1levados a volumen para
cade valor de pH)

1

lavados una vez con agua
destilada ajustada al pH
correspondiente; centrifu-
gacién 20 min, 2800 rpam.

Determinacién de N
(por triplicado, so-

4
Precipitados lavados

bre alicuotas)
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2.2.4, Balance de la distribucidén del nitrégeno total en caseina co-

mercial, en el proceso de saislamicnto de lia proteina.,

Una cantidad adecuada de muestra (50,0 g de caseina clorhidrica
comercial) se dispersd en sgua destilada ajustada al pH éptimo de dis-
persidn preelegido (10,5) en la relacidén sélido:agua 1:20, la mezcla
fue agitada por 1 hora a temp. amb., reajustando el valor de pH cuan-
do era necesario. Se centrifugdé y decantd el liquido sobrenadante a
través de tela de acero inoxiduble (200 mallas/cm), recogiendo en ma-

traz aforado (2 1).

Sobre el residuo se oructicéd un lavado acuoso (agua destilada
ajustada a pH 10,5; relacién sélido:agua 1:5) y luego se operd con
dos dispersiones sucesivas mds en las condiciones ya sefialadas, pero

con relaciones sélidosagua 1:10.

El residuo se 1lavé con etanol G5 %, llevd en estufa de vacio a

1002 hasta peso constante y se determiné nitrdégeno.

Los 1liguidos decantados reunidos se llevaron a volumen, Una par-
te del misnio se destind parn valorar el nitrégeno dispersadeo y el ro-
manente ge ajusté al valor de pi elegido como isoeléctrico (4,5; temp.
amb,), seozrando el codgulo proteico pos centrifugacién (30 min, 2800

rpm).

Desoués de decantar el liquido sobrenadante en matraz aforado,
el precipitado de proteina cruda se lavé dos veces (por agitacién a
fondo) con a#yus destilada ajustada al viilor del pH isoeléectrico, cen-
t. .fugs.do después de cada lavudo (20 min, 2800 rpm). Sobre los 1i-
quidos sovrersdantes de 1: precipitacidn y de lavados reunidos y lle-
vados a voluiren, ce determiné (vor triplicado) el nitrdégeno sobrena-

daante.
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Las prcteinas as{ lavadas se extir:iijeron por tres veces con e-
tanol 95 % (3 lavados sucesivos, desnenuzsndo a fondo el codgulo por
agitacidén), usando 12 relacidén winima (¢ proteina seca: ml solvente

1:6 ) y a temp. amb..

Sobre las proteinas purificadas, previamente secadas en vacio
a 45?2 se determinaron: rendimiento y contenido en nitrégeno (tripli-

cado).

E1l esquema general que sigue resume todas las etapas realizadas.
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Esquema general. Balance de la distribucién del N total en el aisla-

miento de proteinas a partir de caseina comercial,

agitacidén perm.

1l h, temp. amb, ~ centrif. -« Residuo

-- g muestra (caseina

comercial) agua dest., pH 10,5 (30 min, )
. . : un lavado
relac. sél:agua 1:20 2800 rpm) agua dost.
Liquido decantado pPH 10,5
(relao.
1:5)
. centrifug.
Liquidos decantados
P 20 min, 2800
_— rpm
(1lever a volumen;\\\\\\\\\\\\ ; Pl
\ Liquido decantado Residuo

' 1
sobre alicuoteas sobre liquido re-
det. N dispersado manente precipitar

a pH isoeldctrico
(4,5) temp. amb,,
agit. permanente

centrifugacidn

1 ¥
Liquido sobrenadante Precipitado

dos lavados suce-
sivos con agua
destilade a pH

llevar a volumen y SO-
bre alicuotas (tripl.)
det. N sobrenadante

isoeléctrico
centrifugacién
después de cada
lavado

20 min, 2800 rpm

Liquidos &lwhdlicos

Precinitado lavado
con_agua

3 levados con etanol 95 /6
Precipitado purifi- relac, 1:6 , temp. amb,
cado por agitacidn
desecador 12 hs, seca- centrif. desp. ¢/ lavado
do final estufa(vacio, 12 min. 200 rpm.
452) hasta p. cte.

Determinar: rerdimiento y nitrégeno %

2 extracciones su-
cesivas con agua
a pH 10,5, temp.
amb., 1 h, agit.
pernm.

relac. sél:agua
1:10 1

centrifugacidén
30 mj.n,l 2800 rpm

3
Residuo

lavado con etanol

95 %
estufa (vacio,

1009 hasta peso
constante

Detorminacidén de

N %
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3)- Caseinu aislada a partir del producto comercial. Macrotécnica de

laboratorio.

Se procedid de acuerdo con las condiciones operatorias defini-
das en experiencias anteriores, donde se fijaron los valores de pH

de dispersidén éptima y de méxima precipitacidn.

3.1, Dispersidén del material nitrogenado,

En baldén de tres boczs, vrovisto de agitador, se dispersd por
separado purtidas de 200 g de caseinn comercial por agitacidén perma-
nente durante 1 hora, a temp, amb. en 4000 ml de agua destilada, man-
teniendo el valor de oH é6ptimo de dispersidér (10,5) por afiadido de
solucién de HONa 5 N. Por centrifugacién se separé el liquido sobre-
nadante del ¥ siduo. Este 1i11timo se tratdé con 1000 ml de agua desti-
lada ajustada a oH 10,5, centrifugd nuevamerite varn separar el liqui-
do sobrenadartc aque s¢ reunid al anterior. E1l residuo se sometié nue-
vamente 8 dcs dispersiones sucesivas con 2000 ml cada una de agua des-
tilada a pH 10,5 (releciédn sélido:arua 1:10), en las condiciones ya
sefi=zladac. Al término de crda disversidn se centrifugd y el sobrena-

dante sc uanié a los anteriores.

3.2. Precinritacidn.

Se orerd oor afiadido de solucién de HC1 5 N y ajuste al valor
de oH isoeléctrico elegido (4,5 - 4,6) con solucidén de HC1l diluido
(0,5 N), a los liquidos de disversién de la etapa anterior. Se reali-
z6 & temp., anb, y con apitacidén nermarente hasta estabilidad en el
pH mencionzdo. E1 precipitado sc separd por centrifugacidén, después
de lo cual y por dos veces sucesivas, se lavé con agua destilada ajus-
tada & pH 4.5 (resuscensién del precipitado por agitacién) (relacidn

sélido:ague 1:6 ), centrifugardo lu:go de cada lavado. Los l{gquidos
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decantados se desecharon.

3.3. Purificaciédn.

Los codgulos anteriores se lzvaron por agitacidén enérgica y por
3 veces consecutivas, a temp. amb. con etanol 95 % (2 veces con 1200
ml, relacién sélido:solvente 1:6 y una vez con 600 ml, relacién 1:3),
lavando finalmente con unos 300 ml de éter etflico (a fin de acelerar

el secado). Se centrifugéd despuéds de cada lavado,
3.4, Secedo.

Lot codgulos asi purificados se dejaron por unas 12 horas en
desecador y luego sé extendieron en capa delgada en estufa de vacio

(5 Torr) donde se mantuvieron hasta peso constante (452).

La proteina asi aislada y seca presentdé color blanco-crema y
granulosidad fina, Los rendimientos se mencionaron en la Discusidn
y sobre la mezcla homogénea de las distintas partidas logradas se prac-

ticaron los andlisis cuyos resultados han sido discutidos.
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5)- Determinacién de lisina disvonible.

Se aplicé la técnica de Conkerton y Frampton (53) segin se des-

cribe a continuacién.

5.1. Reactivos y soluciones.

Sol. NaHCO3 al 10 %.

Sol. alcohdlica de 2,4-dinitrofluorbencerio: preparada por disolucién
de 0,3 - 0,4 g de la droga en 10 ml de etanol 96 % destilado.

Sol. HC1 6 N,

Sol, HC1l 1 1HI.

5.2. Técnica.

5.2.1, Prevaracidén de 2,4-dinitrofenilproteinns.,

100 - 300mg de muestra (vor cuadruplicado) se pesaron en erlen-
meyer de 500 ml., Se agregaron 3 bolitas y 10 ml de la sol. de NaHCO3
a cada recipiente. Se mezcld bien y dej6é en reposo por 10 min. a la
temp. de 1a habitacién. Luego se agregaron 10 ml de sol. alcohélica
de 2,4-diritrofluorbenceno a tres de los reciprientes. Todos fueron
sacudidos suavemente en agitador mecdnico horizontal por 2 horas a

temp. amb..

Las mezclas fueron concentradas hasta casi sequedad pasando co-

rriente de aire tibio sobre cada una de ellas.

A través de 4 extracciories sucesivas con &ter etf{lico (porcio-
nes de 50 ml) se extrajeron de las mezclas adicionadas de reactivo,
el exceso de éste y algo de 2,4-dinitrofenol producido en la reaccidn

(producto colateral).

La cuarta muestra, a lz cual no se agregd 2,4-dinitrofluorben-

ceno y que sirvié como blanco, fue extraida con dos porciones sucesi-
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vas de éter eiflico (50 ml).
Para efectuar las extracciones, el éter se mezcldé bien con la
masa senisélida y la fase etérea se sepurd despudés de reposo por de-
cantacién. Poi pasaje de corriente suave de aire tibio se eliminaron

las trazas finesles de éter.

5.2.2, Hidrélisis de 2,4-dinitrofenilproteinas.

Las muestras y el blanco se hidrolizaron por 6 hs (autoclave,
1212; 16 libras de presidén) con HCl 6 N (50 ml). Inmediatamente y ain
calientes, los productos de hidrdélisis fueron filtrados a través de
crisoles filtrantes de vidrio prensado (G3) ayudando con vacfo. Se
lavaron con agua destilade, el erlenmeyer y el filtro hasta un volu-
men cercano pero menor que 100 ml. Se trasvasaron a matraces aforados

de 100 ml, completardo el volumen con agua destilada, mezclando bien.

5.2.3. Determinacidén colorimétrica de €& -2,4-dinitrofenillisina.

De cada hidrolizado se sep~rdé una alicuota de 10 ml que fue ex-
traida en ampclla de decantacidn con 4 sucesivas porciones de éter
etflico (50 ml c¢/u) para eliminar los 2,4-dinitrofenilaminodcidos in-
terferentes y el resto de 2,4-dinitrofenol. El1 blanco se lavd sola-
mente dos veces con éter etilico., Las alicuotas as{ lavadas se dilu-

yeron a 100 ml con agua destilada en matraces aforados.

De cada solucidén se midieron alfcuotas por duplicado (3 - 5§ ml,
dependiendo de la intensidad del color) en matraces aforados de 25 ml.
Una de ellas fue diluida a volumen con HCl 1 N y la otra con sol., a-

cuosa de !laHCC3 10 %.

Se agitaron para mezclar bien y se leyeron las absorbancias

respectivas en espectrofotdmetro a 360 nm, usando el blanco corres-
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pondiente como solucién de referencia,

La concentracién del 2,4-dinitrofenol (DNP), dada en mg/ml se

calculd en base a la férmula:
DNP = K(Al - A2)

donde Al y A2 son las absorbancias correspondientes u las soluciones
alcalina y dcida respectivamente; K (0,0158) es la reciproca de la
diferencis entre las absortividades del 2,4-dinitrofenol en medios

alcalino y dcido resvectivemente, determinados experimentalmente,
La concentracidén de la ¢ -2,4-dinitrofenillisina (E'-DNPlisina),

en mg/ml se calculd en base a la siguiente expresién:

(£ -DNP-1lisina) = Al - K1(DNP)
K2

donde el valor de K1 es 77,4 (absortividad del 2,4-dinitrofenol), y
K2 es 46,9 (absortividad de la € -2,4-dinitrofenillisina), medidos

a 360 nm en solucidén alcalina.
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6)- Evaluscidn bioldgica de los aislidos proteicos obtenidos.

6.1, Métodos.
6.1.1. Utilizacidén Proteica Neta (UPN).

Se realizé de acuerdo con el método de Miller y Bender (54) u-

tilizando ratas de la cepa Vistar, sin discriminacidén de sexo.

Los animales, de anrox. 30 dfas de edad y entre 50 y 60 g de
peso fueron alojados individualmente en jaulas metdlicas cor: fondo
de alambre tejido, y alimentados durante 24 hs ccn dieta libre de pro-

teinas,

Posteriormente se distribuyeron en lotes de 4 ratas cada uno,
de tal forma que los pesos oromedio de los distintos lotes no difirie-
ran en més de 2 g (*). Los lotes fueron ubicados en forma vertical

uno junto al otro (~7).

Durante 10 dias los animales fueron alimentados "ad l1ibitum"
con dietas en ensayo, a excepcidn de un lote que lo fue paralelamen-
te con dieta libre de proteina. En todos los casos se les suministré

agua destilade sin restriccidn.

La temperatura ambiente durante toda la experiencia se mantuvo

en aprox 21¢,.

Diariamente se registrdé la cantidad de dieta ingerida, y los
animales fueron pesados cada dos dias a fin de controlar la evolucidn

normal de la experiencia.

(*)- E1 loteo realizado en esta etapa evita errores por pérdida de-
sigual de peso durante el dia en que se suministra dieta caren-
te de proteinas.

("*)- Se logra asi que las condiciones ambientales afecten por igual

a los distintos lotes,.
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Una vez transcurrido el tiempo sefialado, los animales fueron
sacrificados en atmésfera de cloroformo y colocados sobre bande jas
de aluminio. Se les practicaron un corte longitudinal y dos transver-
sales, y fueron secados en estufa de aire a 1002 durante 48 hs, re-
gistrdndose la pérdida de peso individual. Conocido asi el contenido
en agua, se calculd el nitrégeno corporal mediante la ecuacidén que
representa la relacién N/H20 f(edad), que para la cepa utilizada fue

la siguiente (°):

y = 2,76 + 0,0293x donde y = N(g) ;s x = edad
100 H20(g)

en dfas en el momento del sacrificio.

La UPN se obtuvo medijunte la férmula:

UPN = B - (Bk - Tk) , 100 donde B y Bk representan
I

el contenido en N corporal de los animales alimentados con la dieta
en ensayo y con la dieta libre de proteinas respectivamente. I e Ik
constituyen las ingestas de N respectivas; B, Bk, I e Ik son totales
para cada lote, es decir la sumatoria de los cuatro valores individua-

les.

(")~ Ecuacién proporcionada por el personal de la cdtedra de Bromato-
logia y lutricién Experimental de la Facultad de Farmacia y Bio-
quimica (UBA), obtenida por experiencias propias para la cepa y
condiciones de trabajo utilizadas.
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6.1.2, Digestibilidad (D).

Se realizdé simultdneamente con el ensayo anterior, de acuerdo

con la técnica de Miller y Bender (54).

A partir del cuarto dfa de experiencia y hasta el fin de 1la
misma se recogié diariumente (en forma individual) la materia fecal
de 2 a 3 ratas de cada lote y de 3 del lote "libre de proteinas", las
heces fueron tratadas por acetona (eliminacién de grasa) adicionada
de unas gotas de HC1l (¢) (como conservador) durante el curso de la
experiencia. Al final de la misma fueron lavadas con acetona (elimi-
nacién de los restos de dieta que pudieran quedar adheridos) y seca-
das bajo ldmpara IR. Posteriormente se determind su peso, y previa
molienda en mortero a fin de lograr su homogeneizacién, su contenido

en nitrégeno (ver Pte. Exptal. 1.1.).

Se aplicd la férmulae:

D=1~ (F - Fk)
I

donde F es el nitrégenc total en las heces de cada uno de los anima-
les en experiencia, Fk es el nitrdégeno total promedio en las heces

de las ratas alimentadas con la dieta libre de proteina e I es el ni-
trégeno total ingerido a partir del cuarto dfa para el animal elegi-

do.

Finalmente fueron promediados lous valores de D para un mismo

lote.
6.2. Dietas.

6.2.1. Preparacién.
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6.2.1.1. Dieta base.

Teniendo en cuenta las proporciones sefialadas posteriormente
en Composicién (6.2.2.), se realizé en primer lugar la homogeneiza-
cién en mortero de las sales minerales junto con las vitaminas hidro-
solubles. Luego se agregd la solucidén de colina y se introdujo parte
de la dextrina hasta obtener un producto seco, el cual, Jjunto con el
resto de la dextrina, se homogeneizé durante 10 min en una mezclado-
ra a paletas, Posteriormente y sin detener el batido, se aifiadieron
los 1lipidos adicionados de las vitaminas liposolubles. Se continud

la agitacidén durante 4% min.

6.2.1.2. Dietas de prueba,

Se homogeneizaron en mezcladora a paletas los sigulentss com-
ponentes: dieta base (50 %), aislado proteico (10 % proteina = N x

6,25) y dextrina para completar, durante 20 min.

Se guardaron en bolsas de polietileno y en cdmara frighrifica
hasta su utilizacidn.

6.2.1,3. Dieta libre de proteinas,

Se homogeneizaron en mezcladora a paletas durante 20 min:

dieta base (50 %) y dextrina (50 %).
Se guardd en las mismas condiciones que las dietas de prueba.

6.2.2. Composicidén

La composicién de la dieta base fue la siguiente:

Componentes %
minerales 10
vitaminas hidrosolubles 0,5

vitaminas liposolubles 1,0



colina (")
1lipidos (°°)
proteinas

dextrina

(")- Se utilizé citrato de colina al 60 %.

("*)- Se utilizé aceite de soja.
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E1l detalle sobre la composicién de las mezclas de minerales,

vitaminas hidrosolubles y liposolubles figura en la Tabla 18.

Tabla 18

Composicidén de las mezclas de sales minerales, vitaminas hidrosolu-~

bles y vitaminas livosolubles utilizadas en la preparacién de la die-

basae

tav(55).

Mezcla de sales minerales.

Componentes
C03Ca
PO4H2K
PO4hla.2H20

Cl..a

S04Mg.TH20
Fe(C6H507) .6H20
S04Cu (anh.)
S041n ,H20

Cl2Zn

1K
Mo7024(NH4)6.4H20

&
29,29
34,31
0,43
25,06
9,98
0,623
0,156
0,121
0,02
0,0005
0,0025




92

Mezcla de vitaminas hidrosolubles.

La mezcla de vitaminas hidrosolubles aporta por 100 g de die-

ta de prueba:

ng
VBl 0,5
VB2 0,5
niacina 2,5
VB6 HC1 0,25
VB12 0,002
VK 0,05
pentotenato de Ca 2,0
dcido félico 0,02
biotina 0,01
inositol 10,0
Ve 5,0

llegcla de vitaminas liposolubles.

La mezcla de vitaminas liposolubles aporta por 100 g de dieta

de prueba:

VA 400 U.I,
VD 40 U,I.
Ve 10 U.I.

digueltas en 5 g de aceite de maiz.
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6.2.2.2. Dietas de prueba,.

Para posibilitar el cdlculo de la cantidad de aislado a intro-
ducir en las dietas a fin de obtener un 10 % en proteina, se determi-
né el contenido acuoso de l1los mismos, escaso tiecmpo antes de la pre-

paracién de las dietas,

Una vez elaboradas se determiné para cada una su contenido en

humedad, nitrdgeno, extracto graso (hexano) y valor caldrico (Pte.

Exptal. 7).

Los resultados obtenidos figuran en la Tabla 19.

Tabla 19
Datos analiticos de las dietas de prueba.
Dieta conteniendo N(#) Prot.(%) H20(%) Extracto Valor PL(*)
los alslados sefla- (Nx6,25) graso(%) caléri-
lados (hexano) co

kealg 157

lino 1,54 9,63 8,42 4,54 4,75 19,87 8,11
coprec. 5 % 1.76 11,03 8,30 4,35 4,65 19,45 9,48
coprec. 10 % 1,61 10,07 8,43 4,48 4,75 19,87 8,48
coprec. 15 % 1,61 10,08 8,02 4,82 4,64 19,41 8,69
coprec., 20 % 1,64 10,23 8,18 4,42 4,63 19,37 8,84
coprec. 40 % 1,65 10,29 7,78 4,52 4,68 19,58 8,80
caseina 1,68 10,47 8,01 4,80 4,90 20,50 8,54

(*)- Pl= Calorias proteicas = kcal aportadas por las proteinas/100
kcal dieta.

6.2.2.3. Dieta libre de protec.na.

Para la dietua libre de proteina obtenida se lograron los si-
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guientes resuitados:
nitrézeno (#): 0,08; humedad (%): 8,52; extracto graso (hexsno)(s):
4,72 y valor caldrico (kcal/e): 3,97, (kJ/g): 16,61,

7)- Determinacidén del valor calérico (VC) de las dietas,

Se determiné en bomba calorimétrica, modelo balistico (Ballis-

tic Bomb Calorimeter).
Se trabajé a 24 atm de presidén de oxigeno.

7.1. Calibracidén de la bomba,

7.1.1. Correccién por calor de combustidén del hilo.

Como el hilo de algoddén utilizado para llevar la ignicién a la
pastilla (de largo constante) libera calor durante la combustién, se
determind la deflexidén del galvandmetro originada Unicamente por la
combustién del mismo (61). E1 valor obtenido por sextuplicado fue:
61=2.

7.1.2. Calibracién con la =zustancia "standard".

Se hicieron pastilles de 4cido benzoico (patrdn, grado termo-
quimico) de 0,30 - 0,35 g, y se determind la deflexién del galvené-
metro originada por su combustidn (62). Conociendo el valor celdri-
co del 4cido benzoico (6,32 kcal/g) y la mnsa pesada en cada caso

(wi), la constante de calibracidén Y se calculd como:

7 =5 donde Yi = 6,32 wi_  kcal/div. (para cada det.)
: 62 -61

E1 valor experimental de Y resulté 0,0923.

7.2, Combustidén de las dietas. Cdlculo de su VC,

Se hicieron pastillas de cada dieta (0,30 - 0,40 g) logrdndose
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para cada caso la deflexidén resultante de su combustién (63) en for-
ma similar a la realizada pera el dcido benzoico. Conociendo la cons-
tante de calibracidén calculeda anteriormente y la masa exacta de die-
ta pesada (z) se determind el valor caldérico de cada dieta del si-

guiente modo:

VC (kcal/g) = (03 -61) Y/z

Los valores consignados en la Discusién de la Pte. Exptal, se

lograron por promedio de 3 determinaciones sucesivas.

8)- Determinacién de fésforo total,

La técnica que se describe a continuacién (56) se aplicé a la
determinacién de fésforo total en las proteinas finales aisladas de
los materiales de partide (harina de 1lino y caseine comercial) y en
los distintos productos de coprecipitacidén (proteina de lino adicio-

nada de cantidades crecientes de caseina).

8.1. Soluciones y reactivos,

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

H2504 conc. (d: 1,84)

HNO3 65 %
H2504 10 N
urea

Sol. de molibdato de amonio 5 %

Keactivo de Fiske-Subbarow: preparado por agregado de 0,5 g de Na2S03
puro a una solucidén de 15 g de NaHSO3 puro en 80 ml de agua bidesti-~
lada, completando a volumen de 100 ml, A esta solucidén se agregaron -
0,25 g de dcido l-amino-2naftol,4-sulfénico, agitando endrgicamente
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durante unos minutos. Se dejé en reposo (30 min,), agité nuevamente

y f£iltré por papel. Se conservé en fresco caramelo de buen cierre.

8.2. Técnica.

8.2.1. Destruccién de materia orgdnica,

Se pesd exactamente una centidad conveniente de muestra ("ais-
lados proteicos": 0,30 - 0,35 g). de acuerdo con una estimacién pre-
via de posible contenido en fésforo. Se adicionaron 5 ml de H2S04
conc. (d. 1,84) y 10 ml de HNO3 65 %, calentando cuidadosamente has-
ta aparicién de humos blancos (sulfuricos). Se agregaron sucesivas
porciones de HNO3 65 % (una de 10 ml y 3 de 2 ml) calentando despuds
de cade agregado hasta humos blancos, hasta obtener un liquido lim-
pido e incoloro (destruccién completa de materia orgdnica), Se agre-
garon 2 ml de agua bidestilada y unos cristalitos de urea y se calen-

t6 nuevamente hasta humos blancos (eliminacidén de restos de HNO3),.

El producto de la mineralizacidén se trasvasé a matraz aforado
de 50 ml, llevdé a volumen, midié una alicuota que se diluydé 10 veces

(en todos los casos con agua bidestilada).

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

condiciones,

8.2.2, Reaccidén colorimétrica.

Sobre el producto de la mineralizacidén anterior, se procedié
e la valoracidn colorimétrica del fésforo total, segin la técnica de
Bartlett (57), de acuerdo con el orden de agregado de reactivos que
ge indica a continuacidén.
- Medicién dél blanco o muestra (tres alicuotas con distintos volu-

menes, siendo el volumen mayor a medir de 2,10 ml) en tubos de aprox.



15 ml de capacidad.

- Agua bidestilada hasta completar a 2,10 ml de volumen total, si

las alicuotas fueron ce menores volumenss.

- 0,50 ml de H2504 10 N, por igual a todos los tubos (blancos y mues-

tras),

- 2,00 ml de sgua bidestilada a cada tubo, completando as{ un volu-

men de 4,60 ml en total.
- 0,20 ml de sol. de molibdato de amonio.

- 0,20 ml de reactivo de Fiske-Subbarow, que completan un volumen

total de 5 ml en cada tubo.

Es importante para una formacidén homogénea del compuesto co-

loreado, agitar bien después del agregado de cada solucién.

Los tubos tapados con una bolita de vidrio, se colocaron en
baiio de 2gua hirviente durante 7 min.Se enfriaron y se leyé la absor-
bancia en cubetas de vidrio de 1,000 cm de espesor, en espectrofotd-
metro (Zeiss, P Q II) a 830 nm, usando ague bidestilada como refe-
rencia, Para cada serie de determinaciones se midié el blanco respec-

tivo.

Los contenidos en fésforo total se calcularon en base a 1lsa
curva de calibracidén logradas con sol. patrén de KH2PO4 (200 4gP/
100ml), operando en igualdad de condiciones.

Los resultados se expresaron como P total % de muestra,

9)- Determinucidén de fésforo correspondiente a dcido ritico.

La técnica que se transcribe (58) se aplicd a los aislados
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proteicos obtenidos a partir de la harina de lino, de caseina comer-
cial y de los distintos productos de coprecipitacién (proteina de li-

no adicionzda de cantidades crecientes de caseina).

9.1. Soluciones y reactivos.

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

gue destilada.

- Sol. dcido tricloroacético (TCA) al 3 % (p/v).

- Sol, FeCl3 (2mg Fe+3/ml en TCA al 3 %).

- Sol, Na2304 al 3 % en TCA al 3 %.

- sol, HC1 0,5 N,

- Sol. HC1 0,1 N.

~ Sol, NaOH 1,5 N,

- Sol. o-fenantrolina 0,1 %.

- Sol., clorhidrato de hidroxilamina al 10 %.

- Sol. buffer de acetato de Na 2 M (272 g NaOAc.3H20/1),

- Sol. azul de bromofenol (0,1 g de la droga, disolver en 1,5 ml de
NaCH 0,1 N y 1llevar a 25 ml con aguae destilada) (indicador, zona de
viraje pH 3,0 - 4,6).

- Sol. patrdén de Fe+3: Disolver 3,512 g de Fe(NH4)(S04)2.6H20 p.a.
en agua destilada, agregar 5 gotas de HCl conc. y diluir a 500 ml
con H20 destilada (1ml : 1 mg Fe).

- S0l. patrdén de Fe+3 diluida: Preparada por dilucidén de 10 ml de 1la
solucidén anterior a 1 1 con agua destilada (1lml : 0,01 mg Fe).

9,2, Técnica.

9.2.1, Extraccidén de fitatos y precipitacién como sal férrica.

Se pesd exactamente una cantidad de muestra que contuviera er-
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tre 5 y 30 mg de P de fitato (aprox. 1,5 - 2,0 g) y colocd en erlen-
meyer de 250 ml. Se extrajo con 50 ml de TCA 3 % por 30 min (agita-
cién magnética), con agitacidén manual ocasional para bajar el mate-
rial adherido a las peredes por encime del nivel del 1liquido. Se
centrifugd (20 min, 2800 rpm) y filtrd el sobrenadante por papel de

poro cerrado (b. azul S.&S.).

Se transfirieron 15 ml del filtrado a un tubo de centrifuga cé-
nico (aprox. 40 ml de capacidad). Se agregaron 4 ml de solucidén de
FeCl3, 2 o 3 gotas de solucidén NaS0O4 3 % en TCA 3 % y calentd en
bafio de agua hirviente por 1 hora. Se centrifugdé (20 min, 1500 rpm)
y decanté cuidadosamente el sobrenzdante claro. Se lavé dos veces
el precipitado por dispersién en 20-25 ml de TCA 3 %, calentando en
bafio de agua hirviente y centrifugando después de cada lavado, Se
lavé finalmente con agua destilada en igual foruwa (el precipitado
de fitato férrico asi lavado deberd ser blanco o blanco-crema, sino
lavar nuevamente} Se dispersd el precipitado en pocos ml de sgua
destilada y se agregaron 3 ml de solucién de NaCH 1,5 N, mezclando
bien. Se 1llevd aprox. a un volumen de 30 ml y calenté en bafio de a-
gua hirviente durante 30 min a fin de coagular el Fe(OH)3 recidn
precipitado. So lavé (2 veces) el precipitedo con porciones de¢ 60-
70 ml de a ua destilada caliente, centrifugando después de cada la-

vado y desechando el liquido sobrenadante.

Se disolvié el Fe(OH)3 lavado en 1 ml de HC1l 0,5 N calentando
en baflo de azua hirviente (aprox. 10 min) y trasvasando & matraz a-
forado de 100 ml con ayuda de 10 - 25 ml de HC1l 0,1 N (le cantidad
de HC1 total deberd tenerse en cuenta para que al incorporar la so-
lucidén buffer quede dentro de la zona de viraje del indicador) y fi-

nalmente con agua destilada para llevar & 100 ml.
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9,2.2. Reaccién colorimétrica.

Se midié una alicuota de la solucién anterior (2 - 5 ml) en
matraz aforado de 25 ml, agregé 1 ml de la sol. de clorhidrato de
hidroxilamina 10 %, rotando el matraz por unos minutos para favore-

cer el mezclado.

Se agregé sol. buffer de NaOAc 2 M en cantidad suficiente para
provocar el viraje del azul de bromofenol (“), se afiadié luego 1 ml
de la solucién de o-fenantrolina, llevé a volumen con agua destilada
y mezclé bien, Despuéds de reposar por 5 min, se leyd la absorbancia
en espectrofotémetro (Zeiss PM Q II) a 510 nm en cubeta de cuarzo de

1,000 cm de espesor;

Paralelamente se efectud un blanco con los reactivos . Se des-

conté el valor del blanco.

Se preparé la curva standard midiendo alicuotas de la sol, pa-

trén diluida de Fe(NH4)(S04)2.6H20 (1ml : 0,01 mg Fe), y desarrollan-

do lz2 reaccidn colorimdétrica.

Se interpold en la curva standard el valor de absorbancia co-
rrespondiente & la muestra, despejando la concentracién de Fe. Se tu-
vieron en cuenta las diluciones realizadas y la cantidad de muestra
pesada pzra obtener el valor de Fe (proveniente de fitato férrico)

% de muestra, Dicho valor dividido por 1,20 da el valor de P fitico

% muestre.

(")~ La cantidad agregada se tiene en cuenta para su incorporacidén
en el ensayo en blanco.
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10)-- Determinacidén de hidratos de carbono totales.

La concentracidén en hidratos de carbono toteles fue de’ermina-

da por el método colorimétrico fenol-sulfurico (59) (60).

10.1. Reactivos y soluciones.

- Sol, de fenol al 5 %: preparada disolviendo en egua destilada 5 g
de fenol (destilado bajo nitrdégeno), llevando a 10O ml,

- H2S04 conc. (96 %) grado analitico.

- So0l. patrén de galactosa: vreparada disolviendo galactosa patrén
en agua destilada y llevando a volumen (1 ml de esta solucién deberd

contener elrededor de 70 mg de galactosa).
10.2. Técnica.

A 1 ml de la dispersidén acuosa de la muestra conteniendo entre
10 y 70 Mg de hidratos de carbono totales, introducida en tubo de
ensayos, se agregé 1 ml de le sol. de fenol al S 7 y mezclé bien. Por
medio de una pipeta de escurrimiento rdpido (cuyo orificio de salida
fue agrandado) se agreguron 5 ml de H2504 conc., agitando blen pera
distribuir uniformemente tanto el reactivo como el calor desarrolla-
do por la reaccidn. Después de 10 win de reposo, se introdujo el tu-
bo en un bafio de agua a 25-302 por 20 min. Paralelamente se realizd
un blanco con 1 ml de agua destilada en lugar de la muestra, Se mi-
dieron las absorbancias de lz muestra y del blanco en espectrofotéme-
tro a 492 nm (") (hexosas) en cubas de cuarzo de 1,000 cm de espesor,

frente a agua destilada.

Pcra cada determinacién se midieron triplicedos de la muestra

(*)- Previamente a la obtencién de la curva de calibracién (star.dard)
se £ijé la posicidén del mdximo de absorbancia pars la reaccién
con galactosa patrdn (70M4g) entre 400 y 500 nm.
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y del blanco y se calcularon los valorss promedio de las absorban-
cias respectivas., Luego de sustraer el valor del blanco, se determi-
né la cantidad de hidratos de carbono a través de la curva de cali-

bracién previamente preparada para un azdcar particular (galactosa

patrén).



PARTE IV

RESUMEN Y CONCLUSIONES
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PARTE IV

RESUMEN Y CONCLUSICNES

1)~ Se presenta una revisidén acerca de los antecedentes sobre mejoras
en el valor nutritivo de fuentes proteinicas vegetales con proteinas
de origen animal (de alto valor biolégico) con destino a la alimenta-
cién humana y se mencionan nuevos enfoques sobre planes nutricionales
que consideran el aprovechamiento de subproductos de ambos tipos de
fuentes.

En vista del incremento en la demanda de alimentos proteicos,
las tortas, "expellers" y harinas residuales de la separacidn del a-
ceite representan actualmente subproductos de alto valor comercial,

el igual que los subprcductos de origen animal.

Se hece referencia & la situacidén actual, en relacidén a nivelss
de produccidn de semilla de lino y de caseina comercial, materiales

de partida en la conduccidén del presente trabajo.

Se presenta la informacidén recogida sobre estudios de suplemen-
tacidén en general, de aislados proteicos por incorporacién de protei-
nas de leche y de caseina comercial, desde que no existen anteceden-

tes en perticular sobre suplementacidén de proteinas de 1lino.

Paralslamente s3 hace una revisién de los resultados logrados
en trabajos previos (conducidos en este laboratorio) sobre aislamien-
to de las proteinas de harina de lino y sus caracteristicas fisico-
quimicas y nutricionales, ‘Se informa sobre antecedentes de literatu-
ra acerca de dichas caracteristicas evaluadas en caseinas indusi.ia-
les.

2)- E1 objeto fundamental de este trabajo fue el de conducir el es-
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tudio de las condiciones éptimas de aislamiento de proteinas mixtes
hoinogéneas logradas por coprecipitacidén de los materiales nitrogena-
dos dispersados de la harina de lino y de caseina comercial. Se con-
sidera la obtencidn de unea serie de tales aislados mixtos suplementa-
dos en proporciones crecientes con caseina y el estudio comparativo
de las caracteristicas fisicas, quimicas y nutricionales de todoe e-
llos frente a las del aislado proteico ¢e 1lino sin suplementar y a
las de caseina considerada como patrén de referencia por su alto va-

lor bioldgico.

El método de aislamicnto de las proteinas consistidé en la apli-
cacidén del procedimiento cldsico de dispersién acuosa alcalina y pre-
cipitacién en medio dcido al pH de mdxima coprecipitucién y la puri-
ficacién del aislado finalmente obtenido. Se realizé la evaluacién
de las distintas caracteristicas antes rencionadas sobre los aislados

asi logrados,.

3)- La experimentacidn conducida en este trabajo llevé a las siguien-

tes conclusiones:

a)- La harina integral de extraccidén (hexano, en laboratorio) de sa-
milla de lino, registré 6,7 % de N (6,7x 6,25 = 44,3 % de proteina),
9,6 % do fibra cruda y 5,8 % de cenizas en base seca. E1 valor halla-
do para proteina la sefiala como un "concentrado" proteinico poten-
cial. Teriendo en cueni.a la presencia de factores tdéxicos y antinu-.
tricionales presentes en le semilla y en la harina y que el aislado
proteico estd libre de ellos (segin se menciona en los antecedente.)
su utilizacidn en la alimentacién humana y animal estaria condiciona-

da a la obtencidn de este Wltimo,

El elevado valor en nitrdégeno 14,1 % (Nx 6,38 = 93,8 % de pro-
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teina) y el contenido an cenizas 4,3 %, ambos en base seca, unidos
a sus caracteristicas organolépticas satisfactorias, encuadran a la
caseina clorhidrica comercial utilizada, como un subproducto de muy
buena calidad (los velores de N x 6,38 superiores a 95 % se dan para

caseinas puras para propésitos de investigaciédn).

b)» Se aislaron, en escala macro de laboratorio y de acuerdo a con-
diciones dptimas estudiadas en trabajos previos, las proteinas del
lino, con rendimientos que osciluron alrededor del 24 % respecto de
la harina integral de partida, con caracteristicas fisicas satisfac-
torias (polvo blanco fino, inodoro, insipido), con los siguientes va-
lores analiticos: cenizas 0,69 %; N total 12,99 %, proteina cruda
(Nx6,25) 81,19 % en base seca,

En base a una serie de ensayos previecs se eligid el valor de
10,5 como pH éptimo de dispersién del material nitrogenado de la ca-
seina comercial y el de 4,5 - 4,6 (zona de pH 4,3 - 4,6) como de md-
xima precipitacién, wmbos a temperatura ambiente., E1l perfil de solu-
bilidad representado en base a los valores de nitrégeno sobrenadante
después de precipitecidén versus valores de pH, revelaron una meseta
que abarca la zona de pH 4,1 - 4,8 con muy ligero cambio en la solu-
bilidud de las proteinas, caracteristica concordante con lo sefialado
en literatura para caseina clorhidrica comercial, para la cual se
menciona que no obstante presentar un valor minimo de solubilidad a
pH 4,6, su redisolucién en medios ligeramente dcidos o alcalinos es
poco apreciable., Esta circunstancie favorecié un mayor rendimiento
en la coprecipitacidén con las proteinas de lino, cuyo valor de pH de

mdxima precipitacidén oscils slrededor de 4,0.

Segin se pudo evaluar en un ensayo de balance cuantitativo de
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nitrégeno separado en las diferentes oneraciones de obtencién dsel
aislado, se solubilizé (en dos etapas de dispersién y un lavado del
residuo) alrededor del 99,0 % de la caseina comercial de partida y
se precipité, a pH 4,6, el 94,0 % del nitrdégeno dispersado (incluyen-
do dos lavados del codgulo con agua a pH isoeléctrico y cuatro lava-

dos etandélicos sucesivos antes del secado).

Las caracteristicas fisicas del aisledo obtenido, evaluadas so-
bre el producto final logrado de ensayos en escuala macro de laborato-
rio, fueron altamernte satisfactorios (granulado fino, blanco, olor
suave caracterfstico) cuyos valores anali{ticos fueron: cenizas 4,05%

y nitrégeno 14,88 %.en base seca.

¢)- Los nmayores rendimientos en aislados coprecipitados a diferentes
niveles de cuplementacidn con caseina se lograron a pH 4,0, valor de
wdxima precipitacidén de las oroteinas de lino y al cual coprecipita
prdcticamente el total del material nitrogenado de 1la caseina comer-
cial, ccn un contenido en lisina disponible prdcticarente similar res-
pecto del aislado coprecipitado & pH 4,5 - 4,6 (pH isoeléctrico de

la caseina).

Los rendimientos (promed:o), estimados en procedimientos en
escala mzcro de labtoretorio, evidenciaron un ligero aums.iio & medida
qua se incrementaba el nivel de suplewentacidn de caseina en la mez-
cla en coprecipitucidén: 25,4 (5 %), 25,3 (10 %), 27,4 (15 %), 27,2
(2C %) 4 31,5 (40 %),

d)- Los valores hallados para lisina disponible en Jos respectives
aislados wuestran una correlacidén casi periecta (r =+0,997) respecto

del porcentaje de cuseina en el aislado mixto.
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e)~ Sobre le base de valores experimentales de lisina disponible en
las proteinas de los productos de partida, su comparacién con el pa-
trdn de aminodcidos esenciales de referencia (FAO) (cémputo quimico)

Y los rendimientos logrados puara los aislados respectivos, se pudo
calcular "a priori", dentro de qué dmbito de suplementacién de protei-
na de lino con caseina se lograria la me jora deseada en el valor nu-

tritivo de la mezcla.

Estos resultados se vieron confirmados a través de ensayos bio-
1l6gicos efectuados con animales de experimentacidén, alimentados con
dietas que contenfan (como d¥nico factor variable) la proteina a ensa-
yar (aislados proteicos coprecipitados a diferentes niveles de suple-
mentacién). Para ello se determinaron las UPN ¢n funcién del grado
de suplementacién de proteinas de lino con caseina, observédndose un
incremento significaetivo en la oalidad nutricional del aislado mixto

ensayado, a medida que aumentaba la proporcidén de caseina incorporada,

El aislado obtenido de caseina comerciel se considerd como pro-

teina de referencia.

De los niveles usados, aparentemente el de 40 % en caseina mos-
tré ser ¢l mejor suplemento (UPNop = 73,4; caseina 71,6) correspon-
diendo a la relacién 200 g de harina de lino y 30,07 g de caseina co-
mercial, que por dispersidn y coprecipitacidén del material nitrogena-

do, rinden el aislado mixto correspondiente.

No menos importante, es el hecho de que cun suplementaciones
del osden del 15 al 20 # en caseina, se aprecian me joras en ld cali-

dad de la proteina de lino.

Se considera que el efecto benéfico en esta suplementacidn es-

td correlacionado principalmente con la cantidad y disponibilidad de
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la lisinu, en que es deficiente primariamente la proteina de lino y
la concentracién del propio suplemento, desde que la caseina es muy

buena fuente de dicho aminodcido.

f)- Otro punto de interéds a considerar en la evaluacién bioldégica de
una proteina, es la digestibilidad verdadera. Los valores de digesti-
bilidad son elevados para las proteinas obtenidas en forma de aisla-
dos, no obstante se registréd un incremento gradual hacia mayores ni-
veles de suplementacidn con caseina en los aislados mixtos: 87 % pa-
ra lino sin suplementar & prdcticamente 90 % con 40 % de caseina, con

una correlacién altamente significativa (r =+0,967).

g)- Con fines compafativos y complementarios de los estudios anterior-
mente seflalados, se analizaron tanto los aislados obtenidos de los
materiales de partida como los aislados mixtos coprecipitados, en sus
contenidos en cenizas totales, fésforo total y fésforo de doido f{ti-
co e hidratos de carbono totales, en los gque se pudo apreciar las

sigulentes relaciones:

Los contenidos en cenizas totales presentan un valor mdximo pa-
ra el aislado obtenido a partir de caseina comercial (4,10 % b.s.),
inferior al seflalado para esta Yltima (4,31 % b.s.) desde que se eli-

minan principalmente fosfatos en el proceso de su aislamiento.

El aislado proteico de lino, de acuerdo &l método de obtencidn,
retiene en su precipitacién componentes tales como dcido fitico e hi-
dratos de carbono (mucilago) que ocurren neturalmente en la semilla,
y por lo tanto en la harina residual de extraccidn del aceite. Los
contenidos respectivos van disminuyendo a medida que se incrementa
el nivel de caseina en el aislado mixto obtenido por coprecipitacién.

No obstante, ©l contenido en fésforo, distinto del correspondiente
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al de dcido fitico (fésforo remanente entre fdédsforo tosal y fésforo
de dcido fitico) muestra una tendencia creciente a mayores niveles
de suplementscién de 1lino con caseina (registrando sa médximo valor
pera caseina pura), desde que en esta Wltima la riqueze en fésforo
de fosfatos supera significativamente al tenor en fésforo total pro-

visto por la proteina de lino.

EXPERIENCTAS FUTURAS

El presente trabajo se llevé a cabo con el objeto de estudiar
las condiciones dptimas de obtencién de aislados mixtos por copreci-
pitecidén, y paralelamente el efecto suplementario de niveles crecien-
tes de caseina comercial sobre la calidad de la proteina aislede de

harina integral de lino.

En experiencias futures se considera de interés hacer lo pro-
pio en pruebas co.perativas utilizando leche descremada (subproducto
de mantequerfas) a fin de observar si se logra un efecto superior en

la eficiencia de suplementacién,

Para ello se consideran dtiles no sélo las determinaciones de
lisina disponible y los ensayos de evaluacién biolégice con snimales
de experimentacidén, sino la evaluacidn de otros aminodcidoe esencia-
les cuyo nivel esté relacionsdo & la calidad de 13 nrateica bajo er-

sayo.

Cabe sefialar, no obgtante los rusultados satizfactories JogXe -
dos, que e¢un el aspectc nutricional se reguieren ensaJsod de toriciaed

qer
S

a largo ,lazo respecto del aislado proteico de 1lino, & Ili. 3€

YL T -
Vhak &4 7

derar su incorporacién detinitiva en la alimentucidn humabs.
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