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l NTRODUCC ION 

Con el rapido crecimiento ·de la población mundial, asl como el 

elevado costo de las prote!nas de origen animal, se ha hecho -

indispensable la búsqueda de nuevas fuentes de alimentos para 

cubrir la demanda de productos nutritivos en la dieta humana; 

entre estos últimos, podemos citar los productos protéicos ve

getales provenientes de cereales, leguminosas y oleaginosas. 

El girasol (Helianthus annuus L.) se encuentra actualmente en

tre los cinco principales cultivos de semillas oleaginosas, 

junto con la soya, el algodón, el cacahuate y la colza. 

De la semilla de girasol se extrae un aceite comestible, que -

se caracteriza por contener un porcentaje elevado de Acidos -

grasos insdtura~os, factor importante desde el punto de vista 

nutricional. El aceite de girasol es, hasta el momento, el -

componente de mayor valor en la semilla, ocupando el segundo -

lugar en la producción mundial de aceites vegetales. 

Una vez extraído el aceite, como sub-producto se obtiene la -

torta residual (bagazo), la cual es utilizada actualmente en· 

la preparación de raciones para animales. La torta de girasol 

es rica en proteínas que, debido a sus propiedades organolépti 

cas, funcionales y nutricionales, lo tornan un ingrediente po

tencial en la industria de . ·imentos. 
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Sin embargo, el uso de los productos protéicos de girasol está 

limitado debido a la presencia del ácido clorogénico, un com-

puesto fenól ico que, en condiciones neutras o alca! inas, se 

oxida dando lugar a Ja formación de compuestos que imparten 

una colorac16n indeseable a las protefnas. 

Hasta la fech1 existen muchos trabajos de investigación enfoc2_ 

dos a la el imlnación del ácido clorogénico, principalmente a -

través de la extracción del ácido mediante solventes polares. 

No obstante, los métndos sugeridos no han sido completamente -

satisfactorios por diversas razones: la extracción del ácido 

no es suficiente para garantizar la obtención de aislados pro

tAlcos incoloros¡ pueden provocar la desnaturalización de las 

protefnas o son económicamente inviables. 

El objetivo principal de este trabajo es el dedesarrollar un 

m6todo de obtención de aislado protéico de girasol con color 

aceptable, mediante el uso de sustancias aufmicas que inhiban 

la reacción de oxidación del ácido clorogénlco durante la eta

pa de extr1cci6n de las protefnas. 
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1.- ANTECEDENTES 

l. Girasol, 

El girasol (Helianthus annuus L.) es una de las 67 especies de 

Helianthus (del griego helios: sol, anthos: flor) pertenecien

tes a la familia Composttae (!). 

El girasol es originario de Estados Unidos y México, y fue in-

troducido a Europa en el siglo XVI. Antiguamente se cultivaba 

como planta de ornato, a la cual se le atribulan algunas pro--

piedades medicinales, hasta que, en la década de 1830 a 1840, 

comenz6 a ser utilizada en Rusta como fuente de aceite comes ti_ 

ble, siendo actualmente el principal cultivo de ese pa(s ( 2). 

Hay dos tipos de girasol cultivados comercialmente: las varie

dades con bajo porcentaje de contenido de aceite (menor de - -

30~), que son consumidos 11 in natura'' o en raciones para aves; 

y las variedades con alto porcentaje de contenido de aceite, -

de m~s de 401, las cuales son industrializadas para la obten-

ci6n del aceite (3). 

La remoción del aceite se realiza actualmente por diferentes -

métodos: por pren••~º• por prensado seguido de extracción con 

solvente, o por extracción directa con solvente (Figura J). La 

3' 
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torta residual comercial contiene aproximadamente 9% de hume-

dad, 45Z de prote!na, 3, 5% de grasa, 9.5% de fibra bruta, 73 -

de cenizas y 26% de materia no nitrogenada (4). 

La torta de girasol es, sin duda, una fuente de protefnas de -

buena calidad: es digerible en un 90%, tiene un elevado valor 

biológico (60%) y no contiene factores tóxicos (5,6). Además 

del alto porcentaje de prote!nas, la torta desgrasada de gir! 

sol es rica en calcio (0.46 a 0.57%) y fósforo (0.58 a 1.47%), 

y es una fuente rica en vitamina A, ácido nicot!nico, tiamina, 

ácido pantoténico, riboflavina y biotina (7), 

De la torta desgrasada pueden obtenerse varios productos, ta-

les como el harina (45 a 50% de protefna), los concentrados -

(70% de protelna) y lns aislados protéicos (90-g53 de prote!-

na), los cuales pueden tener diversas aplicaciones en la indui 

tria de alimentos. 

De acuerdo con Robertson y Burns, (8), el principal problema -

en la utilización rle la torta de girasol en la alimentación h~ 

mana, es la presencia del leido clorogénico responsable del 

aparecimiento del color verde, caracterlstico durante la ex--

tracción de las proteínas en medio alcalino. 

5. 



El uso de los productos protéicos de girasol en la industria -

alimenticia, dependerá en gran parte del desarrollo de métodos 

eficaces para la remoción o inacttvación del ácido clorogénico. 

2. Compuestos fen61icos. 

2.1. Generalidades: 

La utilizaci6n de las proteínas vegetales en las dietas .a hum! 

nos o a animales se ve adversamente afectada por la presencia 

de diversos compuestos fenólicos, los cuales poseen la capaci

dad de ligarse a las protefnas, modificando sus propiedades -· 

tuncionales y nutricionales (9). 

Los compuestos fen61icos se encuentran ampliamente distribuf-

dos en las plantas, pudiendo encontrarse en la raíz. tallo, h~ 

jas, frutas y semillas. Los niveles en los que se encuentran 

en los alimentos varia considerablemente, de acuerdo con diver 

sos factores, tales como la germinación, grado de madurez, al

macenamiento y procesamiento (10}. 

Dependiendo de su estructura, los compuestos fen61icos pueden 

clasificarse en varios grupos: fenoles simples,ácidos fen61i-· 

cos y sus derivados, cumarinas, flavonoides y polifenoles (ta

ninos, llgnina, gosipol) (figura 2) (11). 

6. 
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En los Dltlmos a~os ha venido aumentando el lnterás por el es

tudio de los compuestos fenóllcos presentes en los alimentos, 

tanto desde el punto de vista tecnológico, como por la lnflue~ 

cia que ejercen sobre las propiedades funcionales, nutrlclona

les y sensoriales de los alimentos a los cuales est§n asocia-

dos. 

Algunos fenoles simples son empleados como saborizantes, en -

concentraciones relativamente bajas, en una gran variedad de -

sistemas alimenticios. Por otro lado,clertos leidos fenóllcos 

y taninos poseen un sabor amargo, astringente, deseable en di-

verso~ µroductus como el vino y la cerveza, e Indeseable en -

otros, como es el caso de algunas frutas o del harina de soya, 

Algunos compuestos fenóllcos ejercen un efecto lnhlbldor en la 

germinación de la cebada, mientras que otros presentan propie

dades como antioxidantes (12,13). 

Durante el procesamiento y almacenamiento de alimentos, en es

pecial de frutas y vegetales, tienen lugar una serle de reac-

clones de oscurecimiento, enzimático o no enzlmltlco, en las -

cuales intervienen los fenoles. La etapa fundamental en el º! 

cureclmiento enzimático de los alimentos, es la oxidación de -

los compuestos fenJlico< a o-quinonas, por medio de la acción 

de la o-difenoloxldasa. Entre las reacciones de oscurecimien

to no enzimático que involucran los frnhlcs, se encuentran la 

forrnacfón de co111plejos con .netales pesados {especi11lmente el -

a. 
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hierro), y la conversión de leucoantocianidinas en antocianidl 

nas ( 14). 

2.2. Compuestos fen6licos en el girasol: 

La concentración de los compuestos fen6licos en el harina de gl 

rasol varia entre 3.0 y 3.5S. El ácido clorogénico es el princi 

pal compuesto fen6lico presente en las semillas, encontr&ndose 

normalmente en una concentración de 1.1 a 4.51, con una media -

de 2.8% (15). 

El áci~o cafélco y el ácido 4ulnlco, productos de la hidrólisis 

del ácido clorogénlco, también son componentes naturales de las 

semillas de girasol. Los ácidos clorogénicos y cafélco consti

tuyen aproximadamente el 70% de los compuestos fen6licos tata-

les. En menor proporción se encuentran los ácidos qufnico, si

nápico, isoferúlico, p-cumárico y trans-cinámico (16). 

2.3 Acido clorogénico: 

El ácido clorogénico es un compuesto fen6lico que se encuentra 

ampliamente distribuido en las plantas superiores, algunas ve-

ces en concentraciones substanciales. 

El ácido clorogénico existe en diversas formas isoméricas, nue 

pueden agruparse en: 
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a) Acidos cafeoilqulnicos: ésteres de los ácidos caféico y -

qufnico. 

b) Acidos dicafeoilqufnicos: ésteres que contienen 2 moléculas 

de leido cafeteo, unidas a una molécula de ácido qufnico. 

e) Acidos feruloilqufnicos: ésteres de los leidos ferúlico y -

qufnico, los cuales son considerados como los monometil-ét! 

res de los leidos cafeoilqufnicos. 

d) Acidos p-cumaroilqufnicos: ésteres del ácido p-cumárico 

(leido 4-hidroxicinámico) con el ácido qufnico. 

e) Acidos cafeoilferuloilqufnicos: ésteres poco conocidos, - -

constituidos por un residuo de leido caféico y otro de lei

do ferúlico, unidos a un residuo de ácido qufnico (monome-

til-éteres de los leidos dicafeo11qu1nicos) (17). 

En la figura 3 se muestran las estructuras de los is6meros co-

munmente encontrados¡ en general, el término "ácido clorogénico" 

se refiere al leido 3-cafeoilqufnico. Otros términos tales co

mo ácido neoclorogénico, isoclorogénico y criptoclorogénico,son 

frecuentemente utilizados para diferenciar los diversos isóme-

ros (18, 19). 
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(1) 

El ácido clorogénlco participa en las reacciones de oscureci---

miento enzimático de frutas -peras, manzanas, etc.- en el d~ 

sarrollo de colores indeseables en diversos alimentos, como en 

el caso del enverdecimiento de la cáscara de la papa, de los --

concentrados protéicos de hojas y de los aislados protéicos de 

girasol (20,21). 

El ácido clorogénico se oxida qulmicamente, en presencia de ox! 

geno y en condiciones alcalinas, o enzimáticamente, por la ac-

ci6n de las fenol-oxfdasas, formando la clorogenoquinona (Ecua-

c i ón 1). 

12. 
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Este compuesto, altame11te reactivo, participa de una serie de -

reacciones secundarias, que resultan en productos intensamente 

colorcJdos, responsables ror los cambios ca1"acterist icos de e.o-

lar en los alimentos. Entre Pi;tar, reau innro.: c..p P11rul~r1t1·an: --
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(1) la reducción de las quinonas, con la subsecuente oxidación 

de compuestos con menor potencial de óxido-reducción, tales c~ 

molas antocianinas, glicósidos de las flavonas y el ácido as

córbico; (2) la formación de complejos con los grupos amino y 

sulfh1dr1lo de aminoácidos y protefnas~ y (3) la condensación 

y polimerización con fenoles o con productos de las reacciones 

secundarlas, como por ejemplo, el floroglucinol (22). 

Tal vez la reacción secundaria más importante en relación con 

el oscurecimiento de alimentos es la condensación con aminoác! 

dos y protelnas. Las quinonas se unen a las protefnas a tra-

vés de enlaces convalentes con los grupos amino terminal y - -

E-amino de la lisina y con los grupos sulfhidr1lo (Ecuaciones 

2 Y 3); los complejos fenol-protefna resultantes, ~ueden oxidar 

R O 

(2) yy +P-SH 

~o ---<• xx:: 
P-S 

( 3) 

kYYº. 
~o 

, -.. , ______, . XX,,, 
P - NH OH 



se a derivados coloreados, en presencia de un exceso de quino

na (Ecuaciones 4 y 5). Los compuestos fenólicos también pue-

den unirse a las prote!nas mediante puentes de hidrógeno o a -

través de interacciones hidrofóbicas. 
OH 
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La formación del color verde durante la preparación del aisla

do protfico de girasol, por el método convencional de extrac-

ción de las protefnas en medio alcalino, seguido de su precipi 

tación en el pH isoeléctrico, constituye una seria limitación 

para la utilización del aislado en la industria de alimentos. 

Existen en la literatura una serie de trabajos realizados con 

el objetivo de desarrollar métodos de extracción del ácido el~ 

rogfnico de los productos protéicos de girasol. Normalmente -

son utilizados solventes polares (agua, soluciones ácidas di-

luidas, soluciones alcohólicas), para remover los ácidos fen6-

licos. Sin embargo, hasta el momento no ha podido lograrse la 
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extracción completa de estos compuestos, resultando en un pro

ducto coloreado y, en ocasiones, parcialmente desnaturalizado 

debido al efecto de los solventes sobre las prote!nas. 

Con el desarrollo de ~étodos eficientes que remuevan el ácido 

clorogén!co o inhiban su reacción con las prote!nas, los pro-

duetos protéicos de girasol podrán encontrar una amplia varie

dad de usos como ingredientes en alimentos. 

2.4. Agentes reductores: 

Los agentes reductores, tales como el dióxido de azufre (S0 2) 

y el ácido ascórbico, son utilizados comúnmente para controlar 

el oscurecimiento enzimático durante el procesamiento de los -

alimentos (23). El so 2 también es utilizado en la inhibfcfón 

del oscurecimiento no enzimático (24). Otros compuestos como 

el tetraborato y el metaborato de sodio también presentan un -

efecto inhibidor, formando un complejo con el sustrato y prev! 

niendo su posterior oxidación (25). 

En base a lo expue1to anteriormente, en este trabajo fueron --

utilizados el tetraLorato de sodio, ascorbato de sodio y meta

bisulfito de sodio, pata tratar de controlar la reacción de -· 

oxidación del ácido clorogénico durante el proceso de obten--

ción del aislado protéico de girasol. 



11.- MATERIAL Y METODOS. 

l. Material. 

l.!. Materia prima: 

Los aislados protéicos de girasol fueron elaborados a partir -

de harina desgrasada de girasol, proveniente de semillas de la 

variedad IAC-Anhandy. 

1.2. Reactivos: 

Los reactivos utilizados para los diversos tratamientos y anS

lisis qulmicos fueron de pureza analltica. El ácido clorogéni 

co usado era de la Sigma Chemical Company (Catalogo Nº C-3878)¡ 

el ascorbato de sodio proventa de Laboratorios ROCHE -Produc-

tos Qulmicos y Farmacéuticos, S.A.- y los demás reactivos, de 

Laboratorios Merck. 

1.3, Equipo: 

Balanzas: analltica y semianalltica. 

Bano maria con control de temperatura. 

Estufa. 

16. 



pH metro Corning 125/2 

Digestor y destilador de prote!nas 

Extractor Gold Fish 

Bomba de vacfo 

Molino de ciclón. 

Centrifuga Sorval Superspeed RC2-B 

Espectrofotómetro UV/VIS Perkin Elmer, Lambda 3, 

Mallas de 80-100 mesh (0.2 mm). 

Agitador magnético 

Analizador autom~tico de amino~cidos Beckman 119-CL 

Rotavapor Buchi-RE 

Cnlnrlmetro Huntpr O 25 Optic•l Head. 

2. Métodos experimentales. 

2.1 Obtención del aislado protéico de girasol: 

Para preparar los aislados protéicos de girasol, se determina

ron inicialmente las condiciones óptimas para la extracción de 

las proteinas, en medio alcalino. Para esto, se obtuvieron 

curvas de solubil ldad de las protelnas a diferentes valores de 

pH, temperatura, razón harina: agua y tiempo de agitación. 

p, 



(a) Curva del índice de nitrógeno soluble (!NS) en función -

del pH: 

Se pesaron muestras de 2.Sg de harina desgrasada de gira

sol y se dispersaron en 50 mi. de agua destilada (1:20 -

p/v), ajust!ndose el pH con NaOH 1.0N o HCl 1.0N a dlfe-

rentes valores, comprendidos en el rango de 1 a 12. Las 

dispersiones se mantuvieron en agitación durante 30 min. 

a ... 25•c, y fueron centrifugadas a 10,000x& durante 10 mfn, 

a 5-lOºC. Se filtró el sobrenadante a través de fibra de 

vidrio, y del filtrado se tomaron alfcuotas de 1 a 2 ml, 

para la determinación del nitr6geno soluble, de acuerdo -

con el método descrito en el Inciso 2.2. El Indice de n! 

trógeno soluble (!NS) fue calculado en cada caso, median

te la ecuac16n: 

% 1 NS • % nltr6geno soluble 

% nitrógeno total X 100 

b) Curva de !NS en función de la razón harina: agua: 

Muestras de 2.Sg de harine desgrasada de girasol fueron -

colocadas en agitación durante 30 mln. a 25°C y pH !O.O -

(ajuste con NaOH l.ON), dispersándolas en agua destilada, 

a razones de 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:30, 1:40, • -

18. 



1:50, 1:75 y 1:100 (p/v). Las suspensiones fueron anali

zadas seu•in el método descrito en el inciso (a), 

c) Curva de !NS en función del tiempo de agitación: 

Se procedió en forma semejante al inciso (a), bajo las -

siguientes condiciones de extracción: 

razón hariana:agua: 

pH: 

temperatura: 

tiempo de agitación: 

1: 15 ( p/v) 

10.0 

25ºC 

10,20,30,45,60 y 70 min. 

d) Curva de !NS en función de la temperatura: 

Las muestras de harina desgrasada fueron tratadas en for

ma semejante a la descrita en el inciso (c), durante 30 -

minutos, a diferentes temperaturas (25,30,40,60 y 70ºC). 

A partir de los resultados obtenidos en los incisos a, b, c y 

d, los aislados protéicos fueron preparados siguiendo el dia-

grama mostrado en la Figura 4. La harina desgrasada se disper 

só ~u aguo desUlada en una proporción de 1:15 (p/v), y se· -

ajustó el pH a !O.O, por adición de NaOH 1.0N. La suspensión 

19. 
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se mantuvo en agitación durante 30 min a 30 ± lºC; posterior-

mente, se centrifugó a 2,5ooxz durante 20 min., y las protef-

nas del sobrenadante se aislaron por preclpitaci6n isoeléctri

ca a pH 4,5, mediante la adici6n de HCl 1.0N, seguida de cen-

trlfugación a 2,500xl durante 10 mln. El precipitado fue re-

suspendido en agua destilada, en una proporción de 1:10 (p/v), 

neutralizado por ajuste del pH a 7.0 y centrifugado nuevamente 

a 2,50ox¡ durante 10 min., haciendo dos lavados sucesivos con 

agua destilada a pH 7.0. El precipitado se secó en estufa con 

circulación forzada de aire, a 40ºC du~ante Bh., y fue molido 

en molino de ciclón hasta una granulometria de 90-100 mesh, 

2.2. Tratamientos químicos: 

Para evitar el desarrollo del color verde en los aislados pro

téicos de girosol, la etapa de extracción de las protefnas en 

medio alcalino fue realizada en presencia de ascorbato de so-

dio, tetraborato de sodio y metabisulfito de sodio, a diferen-

tes concentraciones, en el rango de 0.001 a 0.5 M. 

Las muestras de horin• fueron dispersadas en las soluciones de 

reactivo a diferentes concentraciones, en una proporción de 

1:15 (p/v); se ajustó el pH a JO.O y las dispersiones se mant~ 

vieron en agitación durante 30 min. J 30'C; posteriormente se 

centrifugaron a 10,000xg durante 10 min., y se tomaron alfcuo

tas del sobrenadante para determinar el porcentaje de nitróge-
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no soluble. La intensidad del color de las soluciones fue de-

terminada hacienda diluciones de 1/100 (v/v) y midiendo su 

absorbancia a 685 nm. 

Las protelnas del sobrenadante fueron recuperadas en forma se

mejante a la descrita para la obtenci6n del aislado protéico -

sin tratamiento. 

3. Métodos anallticos. 

la materia prima y los aislados protéicos obtenidos a partir -

de los diferentes tratamientos, fueron analizados utilizando -

los métodos descritos a continuaci6n: 

3.1. Humedad 

Muestras de 5.Ug fueron colocadas en estufa con circulaci6n -

forzada de aire a 130ºC durante 2 hr. o hasta peso constante 

(26), El porcentaje de humedad fué calculado mediante la ecu! 

Cfón: 

% Humedad = peso de agua eva~orada 
peso de muestra dmeda X 100 
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J.2. Cenizas: 

Se pesaron muestras de 2.0g en crisoles de porcelana, los cua

les fueron colocados sobre una estufa hasta eliminar todos los 

vapores y posteriormente se dejaron durante 5 horas en la mu-

fl a a 550°C. El porcentaje de cenizas fue calculado segOn la 

relación: 

3.~. Grasas: 

X Cenizas • peso de cenizas x 100 
peso de muestra 

Las determinaciones de grasa se realizaron utilizando un extraf 

tor Gold Fish, y éter de petróleo como solvente. Para cada -

análisis se usaron muestras de 2.0g, las cuales se dejaron en 

reflujo durante 5hr. El tontenldo de grasa fue calculado a -

partir de la ecuación: 
% Grasas • peso de grasa extrafda x 100 peso de muestra 

J.4. Protefnas: 

El porcentaje de protelnas fue calculado multiplicando el con

tenido de nitrógeno total (N total) por el factor 6.25. El -

contenido de nltrófeno total se determinó utilizando una modi

ficación del método Kjeldhal (27). Las muestrds de 100 mg. --
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fueron colocadas en di gestión durante 3 hr., anadiendo 3 ml de 

H2so4 concentrado y 0,2g de catalizador (94g K2so4 + Sg Cuso 4 + 

lg TI0 2); posteriormente, fueron transferidas al destilador; -

se les adicionó NaOH al 50% hasta neutral fzacfón, y se conti-

nu6 la destilación hasta recoger 100 ml de destilado, en 10 ml 

de !cido bórico al 2S, conteniendo unas gotas de Indicador mi~ 

to (~partes de rojo de metilo + 1 parte de azul de metileno). 

las muestras se titularon con HCl 0.02 N y el porcentaje de ni 

tr6geno se calculó mediante la ecuación: 
s N • tVxN) acido x 1.4008 

g muestra 

donde: 

V• volumen de HCl usado en la titulaci6n 

N= normalidad del HCl 

3.5, Fibra bruta: 

El contenido de fibra bruta fue determinado con el método de -

Van Soest, (28). Se pesaron muestras de l.Og y se colocaron en 

matraces redondos de 250 ml¡ se les adicionaron 10 ml de solu

ción de detergente !cido y se mantuvieron en reflujo, en bano 

Maria, durante 1 hr. Se filtraron en caliente a través de un 

filtro de porcelana, utfl fzando el mlnimo vaclo necesario. El 

residuo se lavó dos veces con agua destilada (90-IOOºC) y pos

teriormente con acetona, hasta que el filtrado saliera comple

tamente incoloro. los fil tras se dejaron secar en la estufa -
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a IOO"C durante 8 hr. y luego se pesaron, para obtener los gr! 

mas de fibra. 

3.6. Acido clorou•nico: 

El contenido de ácido clorogénico en el harina y aislados pro

télcos de girasol fue determinado según el método colorimétri

co de Bittoni et al (29). Muestras de !.Og fueron suspendidas 

en una solución tampón de carbonato-bicarbonato 0.2M a pH 10.5, 

y se mantuvieron en agitación en baño Marfa a 25ºC, durante 1 

hr¡ se les adicionaron 5 ml de borato de sodio o.lM para dete

n•r la reatLlan, luego se centrifugaron las suspensiones a - -

10,000 x2 durante 10 min., y se midió la absorbancia de los s~ 

brenadantes a 685 nm. Para determinar la concentración del 

ácido clorogénico, se obtuvo una curva de calibración usando -

concentraciones conocidas del ácido, en el rango del O al 5%, 

3.1. Aminoácidos: 

La composición en aminoácidos de los productos protéicos de gi 

rasol fue determinada por el método de intercambio i6nico de -

Spackman et al, (30), usando un Analizador Automático Beckman 

119-CL. Las mM~stras fueron preparadas siguiendo b4sicamente 

las recomendaciones descritas en el manual del equipo: una can 

tidad conocida de proteína (25 a 30 mg) se coloca en un tubo -

pyrex (12 x 15 mn), se le adiciona HCl 6N h1sta llenar casi --
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por completo el tubo, y se cierra con una tapa con sello de t~ 

fl6n para mantener el tuvo herméticamente cerrado y en ausen-

cia de oxigeno. La muestra es hidrolizada colocando el tubo -

en una estufa a llOºC durante 22 hr, y el hidrolizado se fil-

tra en filtro de vidrio con porcelana. El filtrado es transf~ 

rido a un matraz volumétrico de 100 ml y se completa el volu-

men con agua destilada hasta el aforo. Se toman 20 ml de muei 

tra, y se evaporan hasta sequedad en un retoevaporador, a 60ºC. 

El residuo se lava dos veces con 10 ml de agua destilada, eva

porando cada vez el agua de lavados y finalmente se disuelve -

en 5 ml de solución tampón de citrato de sodio a pH 2.2. Se -

inyectan 100µ1 de esta soluci6n •1 analizador de aminoAcidos 

y, una vez corrido el cromatograma, se calculan cuantitativa-

mente los aminolcidos, en base al área de los picos, excepto 

el tript6fano, que se destruye durante la hidr6lisis ~cida, 

J.B. Color: 

El color del harina y de los aislados obtenidos a partir de los 

diferentes tratamientos fue evaluado subjetivamente por un ob

servador de visión normal, con dlscrimlnacl6n superior, someti 

do a una prueba de visión del color (31), Los colores fueron 

ordenados ~egün la escala de Munsell, (32). El color también 

fue determinado, en algunos casos (cuando la cantidad de mues

tra así lo per.mitla) instrumentalmente, mediante el colorlmetro 

H4nter, modelo 0-25 Optlcal Head. 
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ll l.- RESULTADOS Y O!SCUS!ON. 

l. Condiciones de extracción de las protefnas de girasol. 

l. l. Uecto del pH: 

Las proteinas de la harina desgrasada de girasol presentaron • 

elevada solubilidad a un pH arriba de a.o, alcanzando un valor 

máximo de nitrógeno soluble, de 95% a pH de 10.0; por otro la

do, se observó un rango de solubl lidad mlnlma en las reglones 

de pH entre 3.0 y 6.5 (figura 5). Los resultados obtenidos -

son semejantes a los publicados por diversos autores (33,34,--

35,36). Parece ser que el amplio rango de pH del punto isoel~f 

trlco es una caracterlstica propia de las protelnas de girasol. 

i.2. Efecto de la proporción harina: agua: 

La máxima extracción de las protefnas de girasol se obtuvo uti 

lizando una relación de harlna:agua de 1:10 (p/v), bajo las ·

condiciones anteriormente mencionadas (pH 10.0, t=25ºC, 30 - -

min. ). Al aumentar el volumen del solvente no hubo práctica-

mente ningún efecto sobre el rendimiento en la extracción (Fi

gura G). Resultado; similares han sido reportados en trabajos 

anteriores (37,38,3g,40). 
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Para las pruebas posteriores, se opt6 por utilizar una propor

ci6n harina:agua de 1:15 (p/v), con el objeto de facilitar las 

condiciones de trabajo, disminuyéndose las pérdidas durante 

las transferencias del material de un recipiente para otro, 

sin afectar con ésto el rendimiento en la extracci6n. 

1.3. Efecto del tiempo de agitaci6n: 

De acuerdo con los resultados obtenidos, mostrados en la Figu

ra 7, se observ6 que la mAxima solubilidad de las protefnas- -

(95%) se alcanz6 después de 30 min. de extracci6n. Se observó 

tambiAn una ligera disminucl6n en el INS después de 70 min. de 

agitaci6n, lo cual pudo deber~e a una desnaturalizaci6n par- -

cial de las prote!nas, al ser éstas sometidas a un periodo lar 

go de 1git1ci6n. 

1.4. Efecto de 11 temperatura: 

La solubilidad mAxima de las prote!nas de la harina desgrasada 

de girasol se obtuvo al efectuar la extracci6n de las mismas a 

una temperatura de JOºC, observAndose al mismo tiempo una ten

dencia a la disminución de la solubilidad a medida que aument~ 

ba la temperatura (Figura B). Resultados semejantes fueron o~ 

tenidos por Gheyasuddln et al, (41), quienes atribuyen la pér

dida de solubilidad a temperaturas arriba de los 70°C, a una -

posible coagulación de las prote!nas. 
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De acuerdo con los resultados mencionados en los pSrrafos ant! 

rieres, se seleccionaron las siguientes condiciones de extrac

ción, las cuales fueron utilizadas en la preparación de los -

aislados protélcos de girasol, obtenidos a partir de los dife

rentes tratamientos: 

pH: 

Proporción harina:agua 

Tiempo de agitación: 

Temperatura: 

!O.O 

1: 15 ( p/v) 

30 min. 

30' c. 

ladas las extracciones fueron realizadas manteniendo las mues

tras a una velocidad mínima de agitación, suficiente para man

tener el material en suspensión y así evitar una posible desn! 

turalización de las proteínas de girasol, debido a una agita-

ción excesiva. 

Las condiciones de extracción sugeridas en este estudio, son -· 

muy semejantes a las reportJdas por otros autores, quienes ut! 

lizaron diferentes variedades de semillas de girasol (42,43,44, 

45,46,47,48). 
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2, Tratamientos químicos. 

2.1, Con tetraborato de sodio: 

El efecto de la concentración de tetraborato de sodio sobre la 

aparición del color durante la extracción de las proteínas, 

puede apreciarse a través de los resultados presentados en la 

figura g, Las soluciones protéicas tratadas con tetraborato -

de sodio a una concentraci6n mayor de O.lM, presentaron un co

lor amarillo claro, y una absorbancia mínima de 0,08%, m1en- -

tras que las muestras tratadas con cantidades menores del reaf 

tivo, resultaron en soluciones de color verde oscuro y mayor -

absorbanc1a, indicando que la concentrac16n de tetraborato fue 

1nsuf1c1ente para inhibir cumplelamonte la reacc16n de oxida-

c16n del 4c1do clorogénico. 

2.2. Con metab1sulfito de sodio: 

En el tratamiento con metab1sulf1to de sodio, pudo observarse 

que éste presentó un mayor efecto 1nhibidor, obteniéndose sol~ 

clones protéicas de color amarillo y con una absorbencia míni

ma de 0.06%, al ser extraídas las prote1nas con soluciones de 

metab1sulfito a una concentraci6n igual o mayor de O.OlM (f1g~ 

ra 10). 
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2.3. Con ascorbato de sodio: 

Al igual que el metabisulfito de sodio, el ascorbato mostró -

ser eficiente en la inhibición de la reacción de oxidación del 

ácido clorogénico, en concentraciones arriba~e O.OIH (figura 

11). Las soluciones protéicas tratadas con ascorbato de sodio 

en estas concentraciones, presentaron un color amarillo claro 

y una absorbancia mfnima de 0.06%. 

En base a los resultados anteriores, pude concluir que tanto -

el tetraborato como el metablsulfito y el ascorbato de sodio, 

ejercieron un efecto inhibidor sobre las reacciones de oxida-

ci6n y/o polfmerizaci6n del ácido clorogénico y de otros com-

puestos fenólicos, durante la extracción de las protefnas de -

girasol en medio alcalino. Los mecanismos probables de acción 

de estos reactivos se muestran en la figura 12. 

El ·tetrabordto de sodio actaa sobre compuestos aromáticos que 

contienen dos grupos hidroxilos vecinales, formando complejos 

de boro (Bedrosi,1n et al, (49,50); de esta forma, los grupos -

-OH de los difenoles ya están comprometidos, impidiéndose así 

la formación de las quinonas. En base a la reacción descrita 

en la figura 12, >e deduce que es necesaria una concentración 

mínima de 0.00241'1 de tetraborato de sodio para inhibir la oxid~ 
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cl6n del ácido clorogénico. Sin embargo, en el laboratorio s~ 

lo se obtuvieron resultados positivos al utilizar una concen-

tración cerca de cincuenta veces mayor a la calculada¡ esto 

puede deberse a que, por impedimentos estéricos o por otros 

factores, sea necesario utilizar un exceso de tetraborato para 

que se lleve a cabo la reacci6n, o bien, que éste reaccione 

adem&s con otros compuestos presentes en el sistema. 

El ascorbato de sodio se oxida a ácido deshidro-asc6rbico, re

duciendo a su vez la o-quinona formada a su estructura origi·· 

nal de o·dlfenol. El metablsulfito de sodio puede actuar tam

bién como agente reductor, en forma semejante al ascorbato de 

sodio, oxidándose a ión sulfato (so;¡ 2¡, o bien, se combina con 

las o-quinonas, dando lugar a derivados sulfonados, evitándose 

la formación de compuestos coloridos (51). As!, el efecto in

hlbldor del ascorbato y del metabisulfito de sodio, dependera

b&sicamente de la cantidad de oxigeno presente en el sistema • 

durante la preparación del aislado protéico de girasol. 

Oe acuerdo con los experimentos realizados en el laboratorio, 

se observó que el matabisulflto y el ascorbato de sodio presen 

taron mayor efecto inh1bidor en comparación con el tetraborato 

de sodio, teniendo que utilizarse una concentración de tetrabQ 

rato diez veces mayor a la del metabisulfito o del ascorbato, 

para obtenerse resultados similares. 
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2.4. Efecto de la concentración de reactivo sobre el rendi--

miento en la extracción de las protelnas: 

En cada uno de los tratamientos con los diferentes reactivos, 

se determinó el Indice de nitrógeno soluble, para determinar -

el rendimiento en la extracción de 1 as protelnas. En general, 

se observó que hubo una disminución en el porcentaje de protel 

na soluble, en relación al metodo original, con el que. se con-

sigue un rendimiento maximo de g5% (figura 13). Este fenomeno 

pudo haberse debido a una posible interacción del reactivo con 

las prote!nas, haciéndolas menos solubles. En el caso del te

traborato de sodio, existe también el efecto tamponante que e! 

te compuesto ejerce en soluciones a un pH de 9.5, lo que hizo 

necesario utilizar una mayor cantidad de NaOH para elevar el -

pH hasta 10.0. El aumento de la concentración de sales en la 

solución pudo haber provocado una disminución de la solubili-

dad de las prote!nas, por el fenómeno conocido como "salting -

out'¡ esto, unido a los factores mencionados anteriormente, py 

dieron haber provocado los rendimientos bajos obtenidos en los 

tratamientos con tetraborato. 

A partir de los resultados mencionados, pude concluir que los 

tratamientos con metJbisulfito de sodio O.OlM y con ascorbato 

de sodio O.OJM, son los más adecuados para ser utilizados en -
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la preparación de alslwdos protéicos de girasol, debido a su -

e.l.evada eficiencia en la inhibición del color verde, al mismo 

tiempo que producen rendimientos altos (superiores al 80%) en 

la extracción de las protefnas. 

J. Aislados protéicos. 

3.1. Composición qufmlca: 

Los datos obtenidos en relación a la composición qufmica del -

harina desgrasada de girasol y de los aislados protélcos prep! 

rados con los diver~os métodos, son mostrados en las tablas 1 

y 2. Se puede observar que no hubo cambios apreciables en la 

composición de los aislados protélcos obtenidos a partir de -

los diferentes tratamientos; del mismo modo, se comprobó oue -

el melabisulfito y el ascorbato de sodio no afectaron la comp.Q. 

slción en aminoácidos· de las protefnas de girasol. 

J.2, Color: 

El color del harinil y de los aislados protélcos de girasol fué 

determinado subj~tlvamente mediante la Escala de Munsell, la -

cual hace una cla>ificación de acuerdo al color, así como al 

grado de claridad e intensidad del mismo. Los resultados se -

muestran en la Tabla 3. Un 1lslado con caracterfsticas de co-
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TABLA l. COMPOSICION QUIMICA DEL HARINA DESGRASADA Y DE LOS AISLADOS 
PROTEICOS DE GIRASOL OBTENIDOS A PARTIR DE DIFERENTES 
TRATAMIENTOS. 

MUESTRA AISLADO TRA AISLADO TR~ 
AISLADO PRO TADO CON :-:: TADO CON 

HARINA TEICQ SIN - AS CORBATO METABISULFI 
DESGRASADA TRATAltlENTO O.OIM TO O.OIM -

Hl"1EDAO (%) 10.43 7 .48 7 .93 7 .05 

CENIZAS (%)ª 9.40 1.50 1.94 2 .02 

PROTE!llA (%) a,b 55. I9 96.60 97. I4 96. I5 

GRASA (%)ª 1.0 0.5 n.d. (c) n.d, 

FIBRA BRUTA (%)ª 4 .82 0.65 0.64 O. I6 

AC!OA CLO,~GENICO (%)ª 4.88 0.91 0.74 0.30 

(a) En base seca 

(b) % Protefca • %Nx6.25 

(c) n.d. = no detectable 
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TABLA 2. COMPOSICION EN AMINOACIOOS DE LA HARINA DESGRASADA Y DE LOS 
AISLADOS PROTEICOS DE GIRASOL OBTENIDOS A PARTIR DE 
DIFERENTES TRAT/ll~IENTOS a 

MUESTRA l{JG APG APijA APlil'I 
(a AMINOACIOO / IOOo PROTEINA) 

AC IDO AS PARTI ca 9.2 10.0 10.5 9.8 
TREONINA 3.7 4.U 3.8 4.1 
SERINA 3.8 4.0 4,3 3.8 
ACIDO GLUTl\'>llCO 22. 3 20. 9 20. 5 21.8 
PROLINA 4.3 4. 6 4, 7 4,3 

GLICINA 5.B 4.6 5.2 4.4 
ALANINA 4. 5 4.3 4,3 4.5 
MEDIA-CISTINA 3.6 2.3 2.1 2.0 

VALINA 5.0 5.3 5.1 5.3 

METIONINA 2.1 l. 9 1.8 2.0 

ISOLEUCINA 4.2 4.4 3.9 4.1 

LEUCINA e.o 9.0 S.6 8.8 

TIROSINA 2. 9 3.3 3.0 3.3 

FENILALANINA 4.3 5,1 5.4 5. 4 

HISTIDINA 2.1 2.4 2. 7 2.1 

LISINA 3.6 3.2 3.4 3.4 

ll'IONIO 2.4 2.4 1.9 2.4 

ARGININA s. 2 B.3 B.4 8.4 

HOG = Harina desgrasada de girasol. 

APG = Aislado protéico de girasol sin tratamiento. 

APGA = Aislado protéico de girasol tratado con ascorbato de sodio 
O.OIM 

AP(}I = Aislado prot6i co de girasol tratado con metabisulfito de sodio 
0,0IM 

a • Los cálculos del contenido de amino!cidos fueron realizados 
utiliz!ndose el método de nonnalizaci~n interna. 
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TABLA 3. omf<llINAC!ON DEL COLOR DEL HARINA DESGRASADA y OE LOS 
AISLADOS PROTEICOS DE GIRASOL OBTENIDOS A PARTIR DE 
DIFERENTES TRATN-llEflTOS, DE ACUERDO CON LA ESCALA DE 
MUHSELL 

MUESTRA COLOR CLARIDAD INTENSIDAD 

HARINA DESGRASADA 5.0y a. s 1.0 

AISLADO PROTEICO SIN 
TRATA'!IENTO 

AISLADO TRATAOO CON 
7.59Y 5.0 2.0 

TETRAOORATO OE SODIO: 
O.OlM 2,Sy 4.0 2.0 
0,0514 5.0y 6.0 1.0 
O.!()! 2.5y 1.0 2.0 
0.2<»1 5.0y 1.0 2.0 

AISLADO TRATADO CON 
ASCORBATO DE 500101 

O.OIM 5.0y 8.0 2.0 
0.05M z.5v 8.0 2.0 
0.11]4 10.0vr a.o 2.0 
O.SCM 5.0vr 7.0 4.0 

AlSLAOO TRA"TADO CON 
METABISULfl TO DE SODIO: 

O.OOIH 7,Sgy 6.0 2.0 
O.OlM 5.0v 1.0 2.0 
0,05H 2,Sy 1.0 2.0 
O.IM 5,0y 8.0 2.0 

Y: a1111rt l lo. 
gy: verde·'1!art 1 lo 

Vr: emar-i llo-rojo 



lor aceptables deberl ser de color amarillo, y con un grado a! 

to de claridad. De acuerdo con esto, las muestras que presen

taron mejor color fueron las tratadas con ascorbato de sodio -

0.01 y O.OSM y con metabisulfito de sodio O.lM. Los aislados 

obtenidos a partir de los tratamientos con tetraborato de so-

dio 0.1 y o.2n y con metabisulfito de sodio 0.01 y O.OSM tam-

bién fueron de color amarillo con un grada menor de claridad. 

ll color de algunas de las muestras también fue determinado o~ 

jetivamente, utilizando el colorlmetro Hunter, obteniéndose V! 

lores de t (luminosidad), a (+amarillo, -verde) y b (rojo). -

Con estos datos, se calculó la diferencia total de color, (AE), 

tomando como referencia el color del harina desgrasada de gl 

rasol. Los resultados correspondientes se muestran en la Ta-

bla 4; a partir de los valores de L, pudimos apreciar que los 

aislados presentaron menos luminosidad, es decir, un color m!s 

opaco, que el harina; no obstante, los aislados tratados con -

ascorbato y mel•blsulflto de sodio O.OlM tuvieron valores de 

m~s altos que el del aislado proté1co sin tratamiento, lo que 

significa una mejoría notable en el color. A partir de los V! 

lores de a y b, se observa que tanto el harina como los aisla

dos tratados se encuentran en la reglón amarilla de color (de 

acuerdo a los valores en el Plano de Hunter).~mientras que el 
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TABLA 4. COHPARACION DEL COLOR DEL HARINA Y AISLADOS 
PROTEICOS DE GIRASOL, UT!UZANOO EL 
COLOR!METRO HUNTER 

MUESTRA VALORES HUNTER 
b AE ª 

HARINA DESGRASADA 77.0 +0.3 7 .3 o.o 
AISLADO PROTEICO 
SIN TRATft!IENTO 43. 9 -4. 7 4.1 33.6 

AISLADO TRATADO CON 
ASCORBATO DE SODIO 
O.OlH 60.4 +2.3 12.4 17.5 

AISLADO TRATAOO CON 
METABISULFITO OE SODIO 
O.OlK 58,9 +1.4 11.2 18,6 

ªA E (01ferenc1a total de color)« (L~-L¡)2 + (a2-a1)2 + 
(bz·b¡)Z, tomando como referencia L¡ ªI, b1l el harina 
desgrasada de girasol. 



aislado protéico sin tratamiento se localiza en la región del 

color verde. Los aislados obtenidos a partir de los tratamie~ 

tos con ascorbato y metahisulfito de sodio presentaron una to-

nalidad rojiza ligeramente mayor a la del harina desgrasada de 

girasol. Los valores de c,E nos demostraron que la diferencia 

de color entre el harina y los aislados tratados es mucho me-

nor, en comparación con el aislado obtenido por el método con-

venclonal. 
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CONCLUSIONES 

l. Las condiciones 6ptimas para la extracci6n de las protel-

nas solubles del harina desgrasada de girasol, preparada a 

partir de semillas de la variedad IAC-Anhandy, son: 

pH: 

proporci6n harina;solvente: 

tiempo de agitación: 

temperatura: 

!O.O 

1:15 (p/v) 

JU min. 

JOº e 

En estas condiciones, se consiguen rendimientos en la ex-

tracci6n de hasta 95% del nitrógeno total. 

2. Aislados protéicos de girasol, de color beige claro, pue-

den ser obtenidos al extraer las protelnas del harina con 

soluciones de ascorbato de sodio O.OIM o de metabisulfito 

de sodio O.OIM, alcanz6ndose rendimientos de 80% o m6s de 

prote1na soluble. 

3. El tetraborato, ascorbato y metabisulfito de sodio, al uti 

lizarse en concentraciones adecuadas, resultan ser efecti

vos en la inhibici6n de la reacción de oxidación del 6cido 

clorogénico en medio alcalino. De estos reactivo~ el tetr! 
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borato presenta varios inconvenientes para su uso, tales -

como: a) es necesaria una mayor concentración de reactivo 

para obtener un producto de color aceptable; b) el rendi

miento es menor, y c) acutalmente, su uso está prohibido 

en la Industria de alimentos. Por otro lado, el ascorbato 

y el metabisulfito de sodio presentan las siguientes vent~ 

Jas: a) son necesarias concentraciones mfnimas de O,OJM -

para obtener aislados de color satisfactorio; b) los ren

dimientos en la extracción son superiores al 80%; c) el -

ascorbato de sodio puede utilizarse sin restricciones en -

la industria de alimentos, mientras que el metabisulfito -

~ebe us~r~! e" form~ limir~rl~, ri~ mnrin 1¡1JP Pl (:11nt.~11i1Jt1 dH 

so 2 residual en el alimento no sea mayor que 150ppm. 

4. Es importante resaltar el hecho de que al ser producido un 

dl$ldJ~ ptütAlt~ J¿ gi¡•a5ol ¡in pro~lem~~ de color, ~o el! 

minan las limitaciones existentes para su uso en la indus

tria alimenticia, pudiendo utilf:Jrsc por tu~ propicdade~ 

de aereacl6n y emulsiflcación, de absorción di agua y de -

grasa, o bien, como enriquecedor del contenido protétco de 

diversos productos. 
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