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Resumen

Resumen

En el presente trabajo de tesis se estudid la obtencién de concentrados vy
aislados proteicos de girasol a partir del pellet residual de la industria aceitera local, y
se caracterizd la funcionalidad de estos productos en relacidon a sus potenciales

aplicaciones en la industria alimentaria y de packaging.

En particular se desarrollaron métodos para la obtencion de productos
proteicos de girasol con distinto contenido de compuestos fendlicos con el fin de
analizar la necesidad de extraer este tipo de compuestos de la formulacién. Las
metodologias que resultaron mas promisorias se escalaron satisfactoriamente a nivel
de planta piloto. Los procesos ensayados permitieron obtener productos proteicos con
diferente composicion, caracteristicas y propiedades fisicoquimicas. Los compuestos
fendlicos no pudieron extraerse totalmente, debido a que existe una proporcién de los
mismos que se encuentra interaccionando fuertemente con las proteinas.
Independientemente de la concentracién de estos compuestos, todos los productos
presentaron solubilidades en agua superiores al 60%. Se observd, que la coloracién de
los productos no dependia de la concentracién de fenoles, sino de la etapa en donde
éstos eran removidos, pero si que al aumentar su contenido aumentaba
significativamente el poder antioxidante de los productos. En cuanto al escalado en la
produccién, si bien no se observaron diferencias significativas en los rendimientos ni
en la solubilidad, si se manifestaron en la composicidén y en el estado de agregacién

polipeptidica, en parte atribuible al cambio de la metodologia de secado (liofilizacién

por spray).

Se analizé si las caracteristicas diferenciales observadas en las propiedades
estructurales repercutian en el comportamiento funcional de los productos proteicos
estudiados. Se encontré que los aislados de girasol presentaron baja capacidad de
imbibicién de agua y moderada capacidad de retencién de agua. Los cambios
conformacionales que sufrieron las proteinas al realizar los lavados para eliminar
compuestos fendlicos, evidenciados en mayores Ho, favorecieron las interacciones
proteina-agua. Los productos proteicos obtenidos en planta piloto fueron capaces de

formar espumas y emulsiones a distintos pHs y fuerzas idnicas. Dichos factores
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afectaron mayoritariamente la estabilidad de estos sistemas, debido a que las
proteinas presentaron diferentes estados de agregacion. Los aislados producidos en
planta piloto formaron geles autosoportables por inducciéon térmica, con distintas
caracteristicas y propiedades. La presencia de compuestos fendlicos afectd el aspecto

visual de los geles obtenidos y disminuyé su dureza.

Los productos proteicos, especialmente los aislados, mostraron capacidad de
formar peliculas flexibles biodegradables y/o comestibles por casting, aplicables en
packaging. Los materiales desarrollados presentaron propiedades similares a las de
otras peliculas proteicas, con el adicional que la presencia de compuestos fendlicos,
ademas de producir diferencias en la coloracién, activé naturalmente a las peliculas
otorgandoles caracteristicas antioxidantes. Estos compuestos no interfirieron en la
formacién de la matriz proteica que constituye la pelicula, estabilizada principalmente
por puentes de hidrégeno vy disulfuro, lo que también se evidencié en la ausencia de
diferencias en las propiedades barrera y mecanicas entre los materiales obtenidos a
partir de los distintos aislados. A través de cambios sencillos en la formulacién (tipo y
concentracion de plastificante, pH de la dispersién, agregado de una capa de cera de
abejas, o de celulosa microcristalina), se modificé el comportamiento funcional de las

peliculas proteicas de girasol, logrando materiales utiles para distintas aplicaciones.

Ademas se estudio la obtencion de materiales rigidos compuestos por almidén
de mandioca, aislado proteico de girasol y fibras de celulosa, por foam baking,
aplicables como posibles sustitutos de las bandejas formadas por poliestireno. Se
observé que el agregado de proteinas de girasol a las bandejas de almidén vy fibras de
celulosa produjo una importante reduccion en el contenido de agua post-prensado y la
capacidad de absorcién de agua, sin afectar significativamente sus propiedades

mecanicas.
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1.- Historia del cultivo de girasol

El girasol, pertenece a la familia Asteraceae (Compositae), género Helianthus (del
griego “helios” (“sol”) y “anthos” (“flor”)) (Burger y col., 2008). Su nombre se debe a la
capacidad que posee la planta de orientarse a lo largo del dia siguiendo la direcciéon del
sol.

El inicio de la domesticacién de este cultivo data de 2800 afios antes de Cristo. Sin
embargo, aun existe controversia en torno a su origen geografico. Algunos autores
afirman que el proceso de domesticacién del girasol se inicié en la zona este de
Estados Unidos (Arkansas, Missouri, lllinois y Tennesse), respaldando esta aseveracién
con restos arqueoldgicos hallados en el sitio de Hayes (Tennesse) (Harter y col., 2004;
Burke y col., 2006; Heiser y col., 2007). Por otra parte, Lentz y col. (2008) encontraron
recientemente restos arqueoldgicos de semillas de girasol en los sitios mexicanos de
San Andrés (Tabasco) y Cueva del Gallo (Morelos). Ellos también demostraron que las
culturas pre-colombinas denominaban a este cultivo con vocablos propios
(“chimalacatl” y “dd nukhd”, entre otros), y que empleaban las plantas de girasol con
fines ornamentales y religiosos (en templos y cementerios), mientras que sus semillas
les servian como alimento (semillas frescas o tostadas, “atole”: bebida obtenida con
semillas molidas de girasol y agua o leche) y medicina (contra dolores estomacales o
reumaticos). Estos autores, apoyandose en las evidencias arqueoldgicas, linglisticas y
etnograficas presentadas, postularon la existencia de dos origenes de domesticaciéon
independientes, Estados Unidos y México.

Durante la conquista de América, el girasol fue llevado a Europa, en donde también lo
emplearon con fines ornamentales, medicinales y alimenticios. La primera patente
sobre extraccidn de aceite a partir de semillas de girasol es otorgada en 1716, a Arthu
Bunyan, para usos industriales en pinturas y barnices. En Francia, en 1787, aparecen
cultivos de girasol como planta oleaginosa, y se comienza a tratar de mejorar esta
caracteristica. En el siglo XVIII, fue introducido en Rusia, en donde el cultivo se
expande, empledndose para el consumo de la semilla y la produccién de aceite. En
este pais, en 1820, se extrae por primera vez aceite de girasol para uso alimenticio, y
en 1833 se instala la primera fabrica de aceite (Melgarejo, 2003). Actualmente, el
girasol domesticado es una de las fuentes mas importantes en la produccion de aceite

vegetal comestible (Wills y col., 2006).
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2.- Importancia econdmica del girasol en Argentina

El girasol es introducido en Argentina a mediados del siglo XIX por inmigrantes rusos,
siendo empleado principalmente como alimento para aves de corral. A partir de 1920,
se empieza a extraer su aceite y se exporta en pequefias cantidades. En la década del
“30 el cultivo se afianza y comienza a crecer la industria oleaginosa como consecuencia
de la guerra civil espafiola (1936-1939) y la segunda guerra mundial (1939-1945) que
provocan el desabastecimiento de aceite de oliva en los paises exportadores (Espafia,
Italia y Grecia), y debido también al crecimiento del consumo interno (Melgarejo,
2003). Esta tendencia en crecimiento no fue constante a lo largo de los afios, y las
oscilaciones en los volumenes producidos se debieron principalmente a las variaciones
del precio de su aceite. A partir de 1972 aparecen girasoles hibridos que resultan
fundamentales para la expansion del cultivo y la obtencion de mayores rendimientos
en cantidad de semillas y de aceite.

El aceite de girasol es el producto principal de la industrializacion de estas semillas, sin
embargo, luego de su obtencion se origina como subproducto una harina proteica.
Esta harina se pelletiza para facilitar su transporte (pellet de girasol) y, en la actualidad
se emplea principalmente para alimentacion animal (Azcona y col., 2003). En la Figura
1. se muestran los volimenes de produccidn, exportacién y consumo en el mercado
interno de estos dos productos correspondientes a las ultimas décadas. Al analizar los
datos de produccién del aceite y del pellet de girasol se pueden observar dos etapas,
una inicial con tendencia en crecimiento (hasta la campafia 1999/00), seguida por una
caida en los volumenes de produccidn y posteriormente un leve crecimiento (desde
2000/01 hasta la actualidad). También se puede apreciar que, en promedio, el 75% del
aceite producido se destina a exportacion, fijando el consumo interno en el 25%
restante. Por su parte, el consumo interno de pellet de girasol también presenta dos
etapas, una inicial en donde sdlo se destinaba a tal fin, en promedio, el 10% de lo
producido; y otra, a partir de 2000/01, en donde el consumo interno se va
incrementando paulatinamente hasta llegar a 20-25%. Inicialmente, el pellet de girasol
se empleaba como suplemento proteico para dietas de rumiantes (con forrajes frescos
y silaje de maiz) en sistemas de produccién de leche, mientras que en la produccion de
carne predominaban los sistemas extensivos. Sin embargo, esta situacion se revirtié en

2001, debido a que los cambios estructurales y econdmicos ocurridos en el pais

2
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impactaron fuertemente en los sistemas de produccién pecuaria, surgiendo la
necesidad de intensificar la produccién como via para mejorar la rentabilidad del

sector, situacién que se mantiene actualmente (Garcia y col., 2003).
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Figura 1.: Produccion nacional (H), exportacion (H) y consumo interno () de A) aceite

de girasol y B) pellet de girasol.

Fuente: Cdmara de la Industria Aceitera de la Republica Argentina (CIARA).

Durante la campafia 2007/2008, Argentina se posiciond como el segundo productor
mundial de semillas y de aceite de girasol, siendo el primer exportador mundial de
aceite y harinas proteicas pelletizadas. En esta campafia se procesaron 3,0 millones de

toneladas de semillas de girasol, lo que permitioé obtener 1,2 millones de toneladas de
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aceite de girasol y 1,3 millones de toneladas de pellet. El aceite de girasol exportado
representd el 4% de la balanza comercial del sector agroalimentario (Figura 2.). A
diferencia de lo que sucede con la soja, en que tanto su aceite como otros
subproductos tienen un peso importante, los subproductos de girasol se encuentran
sub-aprovechados. En la actualidad, el pellet de girasol se comercializa a 103 USD por
tonelada y se emplea casi exclusivamente para alimentacién animal

(http://www.alimentosargentinos.gov.ar). Por lo tanto, resulta interesante la

posibilidad de conferirle mayor valor agregado a este subproducto industrial.

2% 2% 2%

5%

26%

Figura 2.: Exportaciones de productos del sector agroalimentario durante el afio 2007.
Residuos del aceite de soja (H), Aceite de soja (H), Carne bovina fresca y refrigerada
(M), Aceite de girasol (H), Vinos de uvas (), Carne bovina congelada (), Leche y
crema (), Crustdceos (), Frutos y jugos de frutas (), Otros ().

Fuente: Direccidn Nacional de Alimentos (SAGPyA), Argentina.

3.- Composicion quimica de las semillas de girasol y sus harinas proteicas

La semilla de girasol, estd formada por un embrién (o semilla propiamente dicho)
cubierto por su tegumento seminal y por el pericarpio (o cdscara) (Figura 3). El
embridn representa el 75-80% del peso seco de la semilla, y en él se encuentran dos
cotiledones en donde se almacenan las reservas de lipidos y proteina (que son

utilizadas durante la germinaciéon de la semilla). Mientras que el pericarpio representa


http://www.alimentosargentinos.gov.ar/
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el 20-25% del peso seco de la semilla, y es principalmente de naturaleza lignoceluldsica

(Gonzélez-Pérez y col., 2003).

Embridn

Pericarpio

Tegumento
seminal

Figura 3.: Esquema de un corte transversal de una semilla de girasol en donde es

posible identificar sus constituyentes.

La composicion de las semillas varia de acuerdo a la variedad de girasol analizada
(Earle y col., 1968). En la Tabla 1. se muestra la composicion quimica porcentual
promedio de semillas de girasol, completas y descascaradas, y del pellet resultante de
la extraccidon de aceite. Alli se puede apreciar que, como era de esperar, tanto las
semillas enteras de girasol como las descascaradas, son ricas en componentes lipidicos
(mayoritariamente triglicéridos neutros, fosfolipidos, glicolipidos y ceras). Estas
también poseen importantes contenidos de proteinas e hidratos de carbono
(Gonzalez-Pérez y col.,, 2008; Azcona y col. 2003; http://www.asagir.org.ar;
http://www.sunflowernsa.com). La cascara aporta principalmente fibras y compuestos
fenodlicos (Pomenta y col., 1971). En la Figura 4. se muestra un esquema simplificado
del proceso industrial de extraccién de aceite de semillas de girasol. Se puede observar
alli que, el descascarado mecanico de las semillas es parcial, justificando asi la
presencia de alto niveles de fibras y de componentes fendlicos en el subproducto
resultante. Este pellet residual posee ademds elevados porcentajes de proteinas e
hidratos de carbono (Tabla 1.). En él, las proteinas son los componentes que poseen
mayor valor agregado, siendo interesante su recuperacién y su posterior empleo en
diversas aplicaciones. Sin embargo, las propiedades que presentan estas

macromoléculas, por ejemplo su solubilidad, podrian verse afectadas por las



Introduccion General

condiciones del proceso (temperatura, presion, solventes orgdnicos, etc.; Figura 4.) y
por la presencia de compuestos fendlicos (Gonzdlez-Pérez y col., 2005; Moure vy col.,
2006). Por lo tanto, resulta necesario conocer previamente algunas caracteristicas de

las proteinas de girasol y de los compuestos fendlicos presentes.

Tabla 1.: Composiciéon quimica porcentual promedio de semillas completas de girasol,
de semillas descascaradas y del pellet resultante de la extraccidn de aceite.

Pellet

Componente Semilla Completa  Semilla Descascarada

Lipidos 34 -55

47 — 65 0,8-1,9
Proteinas 10 - 27 20-40 25-35
Hidratos de Carbono 18 -26 4-10 8-12
Fibra 22-24 8-12 15-29
Fenoles 1-4,5 0,3-3 1,5-5,8
Minerales 2-4 3-4 5-7

Fuentes: Gonzalez-Pérez y col., 2008; Azcona y col., 2003; http://www.asagir.org.ar vy

http://www.sunflowernsa.com

Semilla Entera

Descascarado mecanico

[ |

Semilla Semilla + Cascara Cascara

( dp<5mm J ( dp>5mm |

Laminadores Caldera

Cocinadores
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Figura 4.: Esquema simplificado de la industrializacién de las semillas de girasol.

Fuente: Aceitera Santa Clara, Molinos Rio de La Plata S.A.
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3.1.- Proteinas de girasol

Las proteinas de reserva de semillas normalmente se clasifican en base a su
solubilidad, seglin lo propuso Osborne (1924), en: albuminas (solubles en agua),
globulinas (insolubles en agua, pero solubles en soluciones salinas diluidas),
prolaminas (solubles en alcoholes) y glutelinas (solubles en soluciones alcalinas).
Siguiendo esta clasificacion, las proteinas mayoritarias en las semillas de girasol son
globulinas y albuminas, representando el 40-90% y 10-30% del total de las proteinas,
respectivamente (Gheyasuddin y col., 1970; Schwenke y col., 1973; Prasad, 1987;
Raymond y col., 1995). Algunos autores también han descripto la presencia de
pequefias cantidades de glutelinas y prolaminas (Sabir y col., 1973; Sripad y Rao, 1987;

Gonzalez-Pérez y col., 2008).

Desde un punto de vista estructural, las globulinas y glutelinas pertenecen a la misma
familia de proteinas que es conocida como cupinas (del latin “cupas”, que significa
“barril pequeiio”) por estar formada por barriles de hojas beta conectados por lazos
muy cortos, lo que determina que tengan una estructura muy compacta (Dunwell,
1998). En la Figura 5.A. se presenta un diagrama de cintas mostrando la estructura
tipica de estos dominios. En particular pueden apreciarse dos dominios cupinas
indicados como a y B, que se encuentran codificados por un Unico gen, que es
transcripto y traducido en una proglobulina en el reticulo endopldsmico (RE) rugoso de
la semilla en desarrollo. Esta proglobulina durante su transporte hacia la vacuola de
reserva de la semilla sufre un clivaje proteolitico especifico generando la proteina
madura o globulina, que queda integrada por dos polipéptidos llamados o y B que
permanecen unidos por una unidn disulfuro (Jung y col. 1998). Este procesamiento
proteolitico va acompaiado por un cambio de la estructura trimérica, que es la forma
en que la proteina sale del RE (Figura 5.B.) a la hexamérica (Figura 5.C.), que es la
forma en que se encuentra en la semilla madura (Adachi y col., 2003). Estas formas
hexaméricas (de 300-350 kDa) poseen una constante de sedimentacion de 11S y este
es el nombre que se da habitualmente a las globulinas que sufren este tipo de
procesamiento; existiendo en algunas otras semillas (por ejemplo en porotos, arvejas,
etc.) globulinas 7S que no sufren este procesamiento y que mantienen formas

triméricas (Muntz, 1998).
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Figura 5.: Diagrama de cintas correspondiente a la estructura de una globulina de tipo
11S procesada. A) Estructura de una subunidad constituida por los polipéptidos a y 8
gue se encuentran covalente unidos por una unién disulfuro. B) Estructura del trimero
en los que se observa una interaccion cola-cabeza (a-3) entre las distintas subunidades
monomeéricas. C) Estructura del hexdmero de frente y perfil. El diagrama fue generado

con PyMol utilizando la estructura de la glicinina A3B4 10D5.pdb como base.

Una de las caracteristicas de las proteinas de reserva de semillas es su polimorfismo.
En el caso de los genes codificando para globulinas 11S de soja se han descripto 5

genes que dan origen a subunidades af3 de distintos tamafios (Beilinson y col., 2002).
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En el caso de girasol, el grado de polimorfismo ha sido poco estudiado pero se sabe
que al menos existirian dos familias génicas (Vonder Haar y col., 1988), habiéndose
descripto tres familias en algunos genotipos (Duca y col., 2008). Este grado de
polimorfismo se manifiesta al analizar las proteinas extraidas de las semillas por
electroforesis desnaturalizantes en presencia de SDS y de un agente reductor,
observandose los polipéptidos o en tamafios comprendidos entre 30-40 kDa y los
polipéptidos B entre 21-27 kDa (Dalgalarrondo y col., 1984; Molina y col., 2004;

Gonzalez-Pérez y col., 2005).

Por otra parte, las albuminas son la segunda fraccidén proteica mayoritaria presente en
las semillas de girasol. Estas se caracterizan por ser un grupo heterogéneo de proteinas
de coeficiente de sedimentacion 2S, formado por subunidades simples cuyos tamafios
moleculares oscilan entre 10 y 19 kDa y que son ricas en metionina y cisteina (Guéguen
y col., 1996, Anisimova y col., 2003). Una caracteristica distintiva respecto a albiminas
de otras semillas, es que éstas son cadenas polipeptidicas simples, sin uniones

disulfuro. (Burnett y col., 2002; Pantoja-Uceda y col., 2004).

3.2.- Compuestos fenolicos presentes en las semillas de girasol

Una particularidad de estas semillas es que presentan elevados contenidos de fenoles
(entre 15 y 52 mg de acido clorogénico/g de harina desgrasada de girasol, en base
seca) (Sripad y col., 1987; Prasad, 1990). Estos compuestos fendlicos se encuentran
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, por ejemplo en café, yerba mate, te,
papas, cerezas, peras, manzanas, pomelos, etc. (Clifford y col., 1985; Marques y col.,
2009). Sus principales funciones en las células vegetales son las de actuar como
metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas. También
actlan como agentes protectores frente a la accién de patdgenos, siendo secretados
como mecanismo de defensa, confiriéndole al cultivo ciertos beneficios agrondmicos

(Martinez-Valverde y col., 2000).

En el caso particular del girasol, el acido clorogénico (CGA: acido 5-cafeil-quinico) es el

mas abundante, representando entre el 50% y el 70% de los fenoles totales (Lawhon y
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col., 1982; Sastry y col., 1984). También se reportaron importantes cantidades de sus
productos de hidrdlisis: acido cafeico (CA) y acido quinico (QA) (Leungy col., 1981), asi
como también cantidades minoritarias de los acidos p-cumadrico, isoferulico, ferulico,
sindpico y trans-cinamico (Sabir y col., 1974). Las estructuras quimicas de CGA, CA'y

QA, los componentes mayoritarios, se muestran en la Figura 6.

Acido Cafeico (CA) Acido Quinico (QA)

HOOC, ,OH

HO
0

|
HO CH:CH—é—'—O“

Acido Clorogénico (CGA)

Figura 6.: Estructura quimica de los acidos clorogénico (CGA), cafeico (CA) y quinico

(QA).

Una caracteristica importante de estos compuestos es su capacidad de interaccionar
con las proteinas. Durante mas de tres décadas, varios autores han estudiado esta
propiedad encontrando resultados contradictorios. La mayoria informa que el CGA
interacciona preferencialmente con las proteinas de bajo peso molecular (Sabir y col.,
1973; Kabirullah y col., 1983; Prasad, 1990; Venktesh y col., 1993); pero también es
posible que interaccione con las de alto peso molecular (Sastry y col., 1990); o de
manera indistinta (Rahma y col., 1981). Dichas interacciones entre compuestos
fendlicos y proteinas pueden ser por medio de puentes de hidrégeno entre sus grupos
hidroxilos y el enlace peptidico (Loomisy col., 1966); o mediante interacciones idnicas
y/o hidrofébicas (Pierpoint, 1969). Ademas, es posible que se lleven a cabo uniones
irreversibles, cuando en medio alcalino o en presencia de la enzima polifenoloxidasa,
los compuestos fendlicos (o-dihidroxifenoles) son oxidados a o-quinonas, las que
pueden polimerizar, reducirse o unirse covalentemente a grupos funcionales de las

proteinas (aminas, tioles, indoles, imidazoles, y disulfuros) (Venktesh y col., 1993;

10
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Rawel y col., 2001). Estas interacciones pueden afectar de diversas maneras a las
proteinas de girasol. Por ejemplo, disminuyendo su digestibilidad (Kroll y col., 2001), su
disponibilidad de lisina, metionina, cisteina y/o triptéfano (Sosulski, 1978; Rawel y col.,
2001) y su solubilidad (Pringent y col., 2002). También es posible que modifiquen la
vida util de los productos y alteren sus propiedades organolépticas (Cater y col., 1970;

Sastry y col., 1990).

Por otra parte, en los ultimos afios ha crecido el interés en estos compuestos debido a
que varias investigaciones han probado que presentan capacidad antioxidante (Rice-
Evans y col., 1995; Brand-Williams y col., 1995; Velioglu y col., 1998; Giilcin, 2005;
Turkmen vy col., 2006; Bastos y col., 2007). Diferentes estudios han mostrado que los
radicales libres presentes en el organismo humano causan dafio oxidativo a diferentes
moléculas, tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos; y tienen que ver en la
iniciacién de algunas enfermedades degenerativas (Garcia-Alonso y col., 2004). Estos
compuestos fendlicos tienen la capacidad de capturar radicales libres, por lo que
podrian presentar beneficios en la prevencion de ciertas enfermedades, por ejemplo
cancer, enfermedades cardiovasculares y patologias de caracter inflamatorio, asi como
también retardar procesos de envejecimiento (Oomah y col., 1999; Olthof y col., 2000;

Raskin y col., 2002; Gotteland y col., 2007; Marques y col., 2009).

3.3.- Calidad nutricional del pellet proteico de girasol

Como se menciond anteriormente, este subproducto es ampliamente utilizado como

alimento para aves de corral, ovejas y ganado vacuno (http://www.asagir.com.ar),

debido principalmente a sus elevados contenidos de proteinas y fibras. Sin embargo,
es posible pensar en extraer estas proteinas y emplearlas en la industria alimentaria
humana, ya que poseen buena calidad nutricional. Su composicién aminoacidica
cumple con los requerimientos proteicos para humanos que detalla la FAO (Food and
Agriculture Organization, 1985), excepto para lisina, que es su aminodcido limitante
(Miller y col., 1985), por lo que es recomendable su complementacidn con proteinas de
leguminosas, carnicas o lacteas (Sosulski, 1979). Ademas, las proteinas de girasol

presentan moderado valor bioldgico (60%) e indice quimico (0,74) y alta digestibilidad

11
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(88%) (Rahma y col., 1979; Kabirullah y col., 1983; Azcona y col., 2003). No obstante,
estas caracteristicas pueden verse disminuidas por la presencia de compuestos

fendlicos interaccionando con las proteinas (Kroll y col., 2001; Rawell y col., 2001).

Por otra parte, estas proteinas presentarian como ventaja la ausencia de factores
antinutricionales, por ejemplo inhibidores de proteasas (factor antitriptico),
hemaglutininas y otros componentes biolégicamente activos (Prasad y col., 1990). Sin
embargo, este tema aun se encuentra en discusion, ya que Mendieta y col. (2004)
informaron la presencia de factor antitriptico en variedades de girasol resistente a

esclerotinia.

Es importante entonces, conocer cudl es el efecto de los componentes fendlicos sobre
las propiedades de las proteinas de girasol y determinar la presencia (o ausencia) de
factores antinutricionales en harinas provenientes de variedades de uso local y sus

condiciones de inactivacion.

4.- Obtencidn de productos proteicos de girasol

La obtencidn de productos enriquecidos en proteinas, concentrados o aislados, a partir
de harina desgrasada tiene como objetivo principal la eliminacién lo mas completa y
selectiva posible de los compuestos no proteicos presentes en ella (Vioque y col.,
2001). Generalmente, estos procesos se basan en las diferencias en solubilidad que
presentan las proteinas en funcion del pH del medio. Un perfil tipico de solubilidad
proteica en agua en funciéon del pH se muestra en la Figura 7. Alli se puede observar
gue solubilidad es maxima a pHs muy acidos (pH=2-3) o muy alcalinos (pH=9-11). En
dichas zonas, las proteinas poseen carga neta positiva o negativa, respectivamente; y
las fuerzas repulsivas son la causa del incremento en su solubilidad. También es posible
observar un minimo de solubilidad en las cercanias del pH isoeléctrico (pl) (pH=4-5), en
donde la carga neta de la proteina es cero, por lo que disminuye la repulsién

electrostatica lo que promueve la agregacion.

12
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Figura 7.: Perfil tipico de solubilidad proteica en agua en funcién del pH del medio.

Por consiguiente, un proceso de concentracién clasico consiste en poner en contacto

harina desgrasada con agua y extraer las proteinas en medio alcalino, recuperar el

sobrenadante por centrifugacidn y secarlo; obteniéndose asi un producto enriquecido

en proteinas, denominado concentrado proteico. Aln asi, este producto posee otros

componentes no deseados en el producto final (fibra, azlicares reductores, lipidos,

fenoles, sales, componentes antinutricionales, etc.). Algunos de estos componentes

pueden eliminarse en un paso posterior empleando diversas tecnologias, entre ellas

precipitacion isoeléctrica o ultrafiltracion. Asi es posible obtener aislados proteicos,

por:

Precipitacidon

isoeléctrica de

las proteinas y posterior separacion por

centrifugacién: El aislado asi obtenido se presenta en forma de crema insoluble

concentrada. Tras lavarlo con agua a pH 4acido, y después de una nueva

centrifugacién, el aislado se neutraliza y se seca. En esta etapa se pierden

proteinas solubles en el pl y factores antinutricionales.

Concentracion proteica por ultrafiltracién: Las moléculas solubles de bajo peso

molecular (incluidas algunas proteinas) atraviesan la membrana y constituyen

13
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el permeado, mientras que las proteinas de alto peso molecular son retenidas y

posteriormente secadas.

Algunos autores, entre ellos Vioque y col. (2001) clasifican a los productos proteicos en
concentrados y aislados, segin la metodologia empleada en su obtencién. Sin
embargo, para comercializar estos productos el Cédigo Alimentario Argentino (CAA)
exige como minimo 70% y 90 % de proteinas (N x 6,25) en base seca para
concentrados y aislados proteicos respectivamente. Estas dos clasificaciones no
siempre se condicen, siendo posible tener concentrados y aislados proteicos con
menor contenido de proteinas que lo estipulado por el CAA. En este trabajo de tesis se
decidié denominar a los productos proteicos de acuerdo a la metodologia empleada

para su obtencién.

En el caso particular del pellet de girasol, la presencia de compuestos fendélicos capaces
de interaccionar con las proteinas y la pérdida de la solubilidad de estas por
desnaturalizacién proteica durante la extraccién de aceite, son los problemas que se
deben resolver para la produccion de concentrados y/o aislados con adecuadas
propiedades fisicoquimicas y funcionales. Como es posible observar en la Tabla 2.,
existe una gran variedad de métodos que han sido propuestos para concentrar o aislar
las proteinas de girasol, diferenciandose principalmente en las etapas destinadas a
remover los compuestos fendlicos previo a la extraccidon proteica en medio alcalino.
Estas metodologias se basan en extraccidbn con mezclas acuosas de solventes
organicos; con soluciones de 4cidos, sales y/o agentes reductores; filtracion por
membrana; precipitaciéon de pigmentos y compuestos no-proteicos; y combinacion de
ellas (Gonzalez-Pérez y col., 2002). De todas estas, las mas promisorias son las que
emplean mezclas acuosas de solventes organicos para extraer los compuestos
fendlicos (Sodiniy col., 1978; Rahma y col., 1981; Sripad y col., 1987; Vermeesch y col.,
1987; Saeed y col., 1988; Prasad, 1990; Venktesh y col., 1993; Gonzalez-Pérez y col.,
2002), debido a que la solubilidad del CGA en estos solventes es mayor que en agua.
Por ejemplo, Sabir y col. (1974) reportaron que la solubilidad del CGA (a 20°C) es 15,2%

en metanol, 6,2% en etanol y 0,6% en agua.
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Tabla 2.: Metodologias propuestas para obtener concentrados y/o aislados proteicos

de girasol con bajo contenido de compuestos fendlicos.

Materia
(1)

Prima

Extraccion
de Proteinas

Extraccion de Fenoles

Producto

(3)

Referencia ¥

HDG-L | Extracciones sucesivas (2-7) con pH 9-11 Pl A O’Connor, 1971 (P)
agua; pH 3,5-6

HDG-I Extraccion a pH 11 con sulfito de sodio - - Gonzalez y col., 1975

HDG-L | Extracciones sucesivas (8) con pH 9,5 Pl A Sodini y col., 1978 (P)
butanol; pH 2-6; T=4°C

HDG-I Soluciones salinas (acetato o cloruro de Ca o Mg) y PI A Petit y col., 1979 (P)
sulfito de sodio; pH 7-8,5y 10-12,5

HDG-L | Soluciones con sales de Al (sulfato o cloruro) ; pH Pl con A Nuzzolo y col., 1980
10,5 citrico (P)

HDG-L Extracciones sucesivas (4) con Agua o pH 7 - C Rahmay col., 1981
soluciones de NaCl; etanol 70%;
butanol; pH5

HDG-L | Extraccion a contracorriente-precipitacion isoeléctrica A Tahay col., 1981

HDG-L | Extracciones sucesivas con - - C Campbell y col., 1981
soluciones hexano/alcohol y (P)
alcohol/agua.

HDG-L | Extraccion de proteinas con agua a pH 9, en vacio Pl A Lawhon y col., 1982

HDG-L Solucién con borohidruro de sodio; pH 8,5-10; T=5- PI A Johnsony col., 1983
70°C (P)

HDG-L Extraccion en solucion de acido - - C Bauy col., 1983
citrico o sulfito de sodio

HDG-I Agua; pH 4-7 y pH<4; T=20-50°C Pl o UF A Pearce, 1984 (P)

HDG-L | Extraccion de proteinas con agua a pH 8,5; con Pl o UF A Raymond vy col., 1984/
sulfito de sodio; T=50°C Castor-Normandin y

col., 1984

HDG-I Extraccion de proteinas con agua a pH 8,5; con PI C Sastry y col., 1984
sulfito de sodio; T=50°C

HDG-L | Extracciones sucesivas (3) con - - C Vermeersch y col.,
solucion de NaCl; pH 5 1987

HDG-L | Extraccion con soluciones acuosas de alcoholes - C Sripad y col., 1987
(metanol, etanol, propanol, isopropanol, isobutanol)

HDG-L | Extracciones sucesivas (4) con - - A Saeed y col., 1988
Acetona 40%; Metanol 40% o Etanol
40%

HDG-L | Extracciones sucesivas (2) con pH 10 Pl C Prasad, 1990
butanol; pH 5

HDG-L | Acetona/Acetona-Agua/Acetona- - - A Lapteva, y col. 2004
Agua-Acido (post a Extracc. Prot) (P)

HDG-L | Extracciones sucesivas (3) con agua; pH 2 Pl A Gonzalez-Pérez y col.,
pH 5 2005

" HDG-I: Harina desgrasada industrial/ HDG-L: Harina desgrasada de laboratorio; ) py; precipitacion

isoeléctrica/ UF: Ultrafiltacidn/ -: no se realiza dicha etapa; e Concentrado/ A: Aislado; @ p. patente.
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En general estos autores también proponen realizar las extracciones a pH cercano al
isoeléctrico, para favorecer las interacciones proteina-proteina y minimizar asi la
posibilidad de interacciones proteina-fenoles (Saeed y col., 1989). La mayoria de estos
protocolos fueron evaluados sobre harinas de girasol descascaradas y desgrasadas en
condiciones de laboratorio, y a partir de los mismos se obtuvieron productos proteicos
con bajo contenido de fenoles. Pero no se conoce en profundidad cémo afectan estos
componentes a las propiedades fisicoquimicas y funcionales de las proteinas
obtenidas, y ademas, son muy pocos los autores que emplearon como materia prima
el pellet de girasol (Gonzélez y col., 1975; Petit y col., 1979; Pearce, 1984; Sastry y col.,
1984).

5.- Propiedades funcionales de las proteinas
Ademas de su valor nutricional, las proteinas presentan una amplia gama de
propiedades funcionales y juegan un rol importante en la expresion de los atributos
sensoriales de los alimentos. Estas propiedades funcionales pueden definirse como
“aquellas propiedades fisicas y quimicas que afectan el comportamiento de las
proteinas en los alimentos durante su procesamiento, almacenamiento, preparacién y
consumo” (Kinsella, 1976; Damodaran, 1989). En particular, las propiedades
funcionales de las proteinas pueden clasificarse en tres grupos:

- Propiedades dependientes de la interaccidn proteina-agua.

- Propiedades dependientes de las interacciones proteina-proteina.

- Propiedades de superficie.
Cabe aclarar que esta clasificacidn, basada en el tipo de interaccion molecular, no
implica que se establezca un Unico tipo de interaccién, sino que la misma es
predominante para ese grupo de propiedades funcionales (Cheftel y col., 1989).
Dentro del grupo de las propiedades de hidratacidon (dependientes de la interaccion de
protei