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RESUMEN

Se describe el estudio realizado sobre la proteina aislada de la semilla
de lino (Linum usitatissimun 1..) como posible fuente proteica para la ali-
mentacion humana.

Para obtener el valor nutritivo se determinaron los siguientes parime-
tros: composicion de amino Acidos esenciales, Utilizacion Proteica Neta
Razén de Eficiencia Proteica y Numero Quimico.

Para determinar la inocuidad se realizaron ensayos toxicolégicos sobre
animales de ambos sexos alimentados con la proteina problema y otros con
caseina como control durante 28 dias. Las pruebas realizadas fueron: ana-
lisis hematoldgicos, peso de érganos, composicion del higado y anélisis his-
tolégico de higado y rifidn.

Los resultados obtenidos mostraron que el valor nutritivo es inferior al
de la caseina observindose deficiencias en el contenido de lisina, amino
acidos azufrados, treonina y leucina. En cuanto a la inocuidad las obser-
vaciones realizadas no sefialaron signos de dafio patoldgico a excepcidn de
una ligera infiltracion grasa en higado. Se considera que a este respecto
se requieren ensayos de mayor duracién que los realizados para obtener
resultados definitivos. : ’

INTRODUCCION

El aislamiento de proteinas vegetales con fines industria-
les, se viene realizando desde hace ya mas de 3 décadas. Sin
embargo es recién en los Gltimos afios que ha cobrado una gran
importancia en relacién con su utilizacion alimenticia, en es-

——

Rectbido: 6-7-1972.



80 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

pecial a partir de concentrados proteinicos de semillas de olea-
ginosas. Es asi como se han publicado y patentado procedimien-
tos destinados a tal finalidad, partiendo de materias primas ta-
les como soja, mani, algoddn, etc.

Los nuevos productos obtenidos poseen una serie de carac-
teristicas ventajosas ya que debido a las técnicas utilizadas, a
la vez que se concentran las proteinas se eliminan hidratos de
carbono no digeribles, sabores desagradables y sustancias pe-
ligrosas para la salud (1).

Las proteinas aisladas, que se pueden obtener en forma de
filamentos, granulos o polvo, poseen ademas una serie de ca-
racteristicas funcionales que le confieren propiedades gelifi-
cantes, estabilizantes, emulsificantes, espesantes e hidratan-
tes, que permiten darles un amplio uso en la preparacién de
alimentos.

En nuestro pais Bertoni y Cattaneo (2) aislaron la protei-
na de las semillas de lino (Linum usitatissimun L.) mediante
la extraccién en medio alcalino, precipitacion al pH isoeléc-
trico y posteriores lavados con etanol. Obtuvieron asi un pro-
ducto de caracteristicas organolépticas adecuadas para su uti-
lizacién en la alimentacién humana.

No son muchos los trabajos experimentales que se encuen-
tran en la literatura con respecto al valor nutritivo de esta
proteina, los que en general fueron realizados sobre harina de
semillas de lino utilizadas en alimentacién animal. (3 - 8).

Por esta razén nos ha parecido de interés proceder al es-
tudio nutricional de la proteina aislada de lino, maxime te-
niendo en cuenta que se trata de un cultivo muy extendido
en nuestro pais.

De acuerdo a ello en este trabajo hemos abordado su estu-
dio experimental siguiendo las normas del Comité Asesor pa-
ra Proteinas de FAO/OMS/UNICEF (PAG) (9) como prue-
bas preclinicas para nuevas fuentes proteinicas. Se determiné
su valor nutritivo por los métodos de la Utilizacién Proteica
Neta, la Relacién de Eficiencia Proteica y el Numero Quimi-
co. Ademas se realizaron ensayos de inocuidad en base al ana-
lisis de diferentes parametros bioquimicos en ratas, y del peso
y caracteristicas histolégicas de algunos de sus érganos, cuan-
do ingirieron como Unica fuente de proteina la aislada del lino.
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PARTE EXPERIMENTAL
Material

El producto a analizar fue obtenido por Bertoni et al. a
partir de semillas de lino (2) y se presentd como un polvo
uniforme y liviano, blanco e insipido con un contenido de
nitrégeno total de 12.3 %.

Métodos
I.—Determinacién del Valor Nutritivo

a) Composicién de la proteina: Aminoacidos esenciales to-
tales: Se utilizé el método microbiolégico (10) y las cepas em-
pleadas fueron: Leuconostoc mesenteroides ATCC - 8042 para
lisina, leucina, isoleucina, metionina, cistina, fenilalanina y ti-
rosina; Streptococcus faecalis ATCC - 8043 para valina y treo-
nina; y Lactobacillus plantarum ATCC - 8014 para triptofano.

Lisina disponible: se determind por el método de Carpen-
ter modificado (11) (12).

b) Utilizacién Proteica Neta: (UPNiwo): Se utilizdé el mé-
todo de Miller y Bender (4), para el cual se emplearon 12 ra-
tas de la cepa Wistar de alrededor de 60 g de peso y 32 dias
de edad al comienzo de la experiencia. Con ellas se formaron
3 lotes de los cuales 2 se alimentaron con la dieta problema y
1 con la dieta libre de proteinas. En la Tabla 1 se detalla la
composicién de las dietas como asi también su contenido en
proteinas, grasas y calorias, estas Gltimas se determinaron por
bomba calorimétrica (13).

El valor de nitrégeno corporal para el célculo de la UPNyo
fue obtenido por medio de la ecuacién que representa la re-
lacibn N/H:O (f). Edad que para nuestra colonia de ratas
es la siguiente (14):

Y = 2.76 + 0.0293 X
donde: Y representa la relacién N/H:-0 y X la edad en dias.

Ademas, sobre un total de 5 ratas, 3 de las cuales pertene-
cian a los lotes problema y 2 al de la dieta libre de proteinas,
se determiné el nitrégeno de las carcasas por el método de
Kjeldahl (15). Los valores obtenidos, asi como los respectivos
contenidos de agua, se compararon con los correspondientes a
ratas de la misma edad alimentadas con dieta stock.

Cadlculo de la UPN o : Se utilizé la siguiente férmula:

UPN op x 54
UPN est—=

—Bi P -8 (16)
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UPN op= UPN,,
y P = Calorias proteicas de la dieta (%)

¢) Digestibilidad: Se determind simultdneamente con la
UPNio sobre un total de 6 animales. Para el calculo se aplicé
la férmula: '

D — I (FI Fk) 4)
donde: F y Fk es el contenido de nitrégeno de la materia fe-
cal de las ratas con dieta en ensayo y libre de proteinas res-
pectivamente; I es el valor de nitrégeno ingerido.

d) Razén de Eficiencia Proteica (PER): Se determind
de acuerdo al método senalado por J. A. Campbell (17). Se
utilizaron 20 ratas, 10 machos y 10 hembras, recién desteta-
das, a las que se agrup6 en dos lotes, A y B, con un total de
5 machos y 5 hembras cada uno. Durante 4 semanas el lote A
fue alimentado con la dieta problema y el lote B, control, con
una dieta de caseina al 10%. La composicion de las dietas apa-
rece en la Tabla 1. Se registr6 el peso semanalmente y el con-
sumo diariamente.

El valor del PER se obtuvo sobre el lote de machos, tanto
en el lote problema como en el control. El valor que le corres-
pondi6 a la proteina de lino fue corregido con respecto al de
la caseina que a su vez fue llevado a 2.50.

II.—Ensayos toxicolégicos: '

Al cabo de los 28 dias que durd la determinacion del PER
se sacrificaron por puncién cardiaca todos los animales, tanto
machos como hembras del lote problema y del control a los
que se les extrajo: la sangre y los érganos que luego se de-
tallaran.

a) Andlisis hematoldgico: Sobre sangre total se determind:
hematocrito y hemoglobina (18). Sobre el plasma: proteinas
totales, por el método de A. Marenzi y col. (19) y seroalbt-
mina por electroforesis; urea por el método de V. Bohnstedt
(20) y la actividad de la fosfatasa alcalina por el método de.
P.R.Kind y E. J. King (21). En todos los casos las determina-
ciones se realizaron sobre el pool de machos y hembras corres-
pondientes a cada lote.

b) Organos: Se registrd el peso individu»l de los siguientes
organos: higado, rifién, cerebro, timo, testiculo u ovario, hi-
pdfisis y adrenales.



TABLA N¢ 1

COMPOSICION DE LAS DIETAS EMPLEADAS PARA LA DETERMINACION DEL VALOR NUTRITIVO DE LA PRO-
TEINA AISLADA DE LA SEMILLA DE LINO

UPN PER.
Dieta Dieta libre Dieta Dieta
experimental de protefnas. experimental control (casefna)
g/100g. g/100g.

Protefna aislada de(l)
lino 13.00 - 13.00 -
Caseina(Z) - - - 13.00
Aceite de mafz 14.50 14.50 9.50 9.50
Mezcla de sales'3) 5.00 5.00 5.00 5.00
Vitaminas hidrosolu-
bles (3) 0.25 0.25 0.25 0.25
Vitaminas liposolu-
bles (3) 0.50 0.50 0.50 0.5¢0
Colina (4) 0.15 0.15 0.15 0.15
Dextrina c¢.s.p. 100.00 100.00 100.00 100.00
Contenido en protef .
nas (Nx6.25) 10.00 - 10.00 10.00
Contenido en grasa 15.00 15.00 10.00- 10.00
Calorfas proteicas 8.88 - - -
Caloxfas totales 453.00 - - -

(1) Contiene 12.3% de N (76.9% de proteina)
(2) Contiene 12.3% de N (76.9% de proteina)
(3) Harper A. E. (30)

(4) Como citrato de colina.
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¢) Composicién del higado: Sobre cada higado se determi-
no el contenido de agua, grasa y proteina por los siguientes
métodos:
Agua: por desecacién en estufa a 100° hasta peso constante.
Grasa: por extraccién con una mezcla de cloroformo y me-
tanol (2:1).
Proteina: por el método de Kjeldahl (15). El factor de conver-
sién fue 6.25.

d) Andlisis histoldgicos: Se cortaron porciones de higado
y rifion de cada uno de los animales y se los fij6 durante 24
horas con el liquido de Bouin, con el agregado de acido acético
al 1% y bicloruro de mercurio al 1%. Luego de ser incluidas
en Paraplast, las piezas fueron cortadas con un espesor de 7
» v coloreadas con hematoxilina-eosina.

RESULTADOS

En la Tabla 2 se sefiala la composicibn en aminoéci-
dos esenciales del material en estudio. En la misma Tabla se
incluy6 también el valor de lisina disponible que result6 ser
el 89% de la total.

En la Tabla 3 se agruparon los resultados obtenidos
en la evaluacion bioldgica de la proteina en estudio. Se puede
observar que la UPNio cuyo valor fue de 57.80 no resulté sig-
nificativamente diferente al de la UPN > 61.10 calculada
a través del valor promedio para la UPNio con un porcentaje
de 8.88 calorias proteicas en la dieta.

El valor obtenido para el PER, 1.76, result6 inferior al de
la caseina. El Nimero Quimico (22), que surgié de la rela-
cién entre el contenido de lisina disponible y los requerimien-
tos de este aminoacido para la rata en crecimiento de la cepa
Wistar (23) fue de 56.5.

En la Tabla 4 se pueden observar el contenido en nitrége-
no y agua corporal, como asi también la relacién N/H:0, ob-
tenidos por determinacién directa sobre 3 animales del lote
A y 2 del lote B. Estos controles se realizaron con el objeto
de verificar la coincidencia de los valores de nitrégeno corpo-
ral calculados con los reales. Como se puede observar, los pa-
rametros analizados en los animales de la experiencia respon-
den a ratas normales de la misma edad de nuestra colonia, por
lo tanto los valores obtenidos por calculo fueron correctos.
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TABLA N° 2
CONTENIDO EN AMINOACIDOS ESENCIALES DE LA PROTEINA
AISLADA DE LA SEMILLA DE LINO

g/leg N
Lisina total 4.11
Lisina disponible 3.67
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 N? 3
VALOR NUTRITIVO DE LA PROTEINA AISLADA DE LA
SEMILLA DE LINO

up, 57.80 * 3.80 (¥
RN, §1.10 + 4.50 (%
PER 1.76 3
Digestibilidad 91.12 + 4.00
Nmero Quimico 56.50 (4

(1) Media + Desviacién estandar de la media.

UPN
op x 54
(2) Valor calculado con la media de la UPN,, seglin la férmula -8
5¢ - P
(3) Corregido para un valor de 2.50 para caseina.
Contenido de iislna disponible % 367 x 100
R4 Numero Quimico (22) — =

Requerimiento de lisina para la rata en crecimiento 6.50 (22)



TABLA N? 4

NITROGENO CORPORAL Y RELACION N/H,0 DE RATAS UTILIZADAS EN EL CALCULO DE LA UPN

Nitr6geno corporal HZO corporal N/H20
RATAS
(42 dfas de edad) &)
calculado experimental g
g9 g
Dieta experimental
Rata N° 1 2.00 1.99 50.3 3.95
Rata N° 2.05 2,06 51.5 4,00
Rata N° 2.19 2.17 55.5 3.90
Dieta libre de protefnas
Rata N° 1 1.39 1.37 34.8 3.93
Rata N° 2 1.38 1.39 34.7 4.00
Dieta stock
- - - 3.9é2)
)

(1) Se calculé con la ecuacién Y = 2.76 + 0.0293 x; donde Y =

H,O

y “x” edad de las ratas en dias.

(2) Calculado para ratas de 42 dias, a través de 1la ecuacién anterior que fuera obtenida con animales de nuestra colonia.



TABLA N? 5
RESULTADO DEL ANALISIS BIOQUIMICO DE LA SANGRE DE LOS ANIMALES, MACHOS Y HEMBRAS ALIMENTA-
DOS CON LA DIETA EXPERIMENTAL Y LA DIETA CONTROL DE CASEINA (1)

Dieta control (casefna) Dieta experimental
Machos Hembras Machos Hembras

Peso de las ratas 105.2 + 13.4(2) 96.44 + 9.80 76.8 + 9.40 73.14 + 14.00
Hematocrito (%) 41 43 42 42
Hemoglobina

(g/100 ml) 10.80 10.50 10.50 11.60
Protefinas plas~
miticas (g/100 ml) 4.89 4.64 4.78 4,92
AlbGmina

(g/100 ml) 2.60 2.50 2.55 2.54
Urea

(g/1000 ml) 0.18 0.13 0.14 0.20
Fosfatasa alcali~
na (U.K.A.) 22.5 32.5 31.5 28.5

(1) Todas las determinaciones bioquimicas se efectuaron sobre pool de sangre de 5 animales por lote.
(2) Media + Desviacién estandar.



TABLA N° 6
PESO DE ORGANOS Y COMPOSICION DEL HIGADO DE LOS LOTES DE RATAS MACHOS
Y HEMBRAS ALIMENTADAS CON LA DIETA EXPERIMENTAL Y LA DIETA CONTROL

B Dieta control (caseina) Dieta experimental
Machos Hembras Machos Hembras

Peso de las ratas 105.2 + 13,41 96.44 + 9.80 76.82 + 9.40 73.14 + 14.00
Peso de los 6rganos
Hfgado (g/100 g rata)| 4.10 + 0.20 4.30 + 0.22 3.54 + 0.44%2) | 3,87 + 0.32(%
Rifi6n " 0.46 + 0.03 0.50 + 0.03 0.49 + 0.03 0.44 + 0.04
Cerebro " 1.16 + 0.43 1.17 + 0.11 1.53 + 0.16 1.53 + 0.25(2)
Timo " 0.18 + 0.02 0.25 + 0.08 0.25 + 0.033 | 0,19 + 0.02
Bazo " 0.23 + 0.01 0.21 * 0.01 0.19 + 0.02'3 [ o0.21 + 0.03
Testiculo/ ‘
ovario(mg/100 g rata) 568.10 +67.00 17.90 + 3.10  |372.00+141.00(®) | 12.00 + 1.90(2)
Hip6fisis " 3.69 + 0.30 4.50 + 0.82 a.18+ 0.46'M | 3,23 + 1.50
Suprarenal v 9.02 % 0.04 11.13 + 2.34 10.31 + 1.46 11.45 + 2.55
Composicién del higado
H,0 (g/100 g hfgado) |74.26 + 0.88 73.90 + 1.18 71.46 + 0.703) | 71,30 + 0.58(3)
Grasas " 6.50 + 0.31 6.30 + 0.54 8.70 + 0.843) | 8,20 + 1.04(3
Proteina " 15.21 + 0.50 14.70 + 0.48 15.82 + 1.60 14.83 + 1.44

(1) Media =+ desviacién estandar. La media corresponde en to- (3) Diferencia muy significativa con respecto al lote control
dos los casos a lotes de 5 animales. (P<0.001).

(2) Diferencia significativa con respecto al lote control (4) Diferencia significativa con respecto al lote control
(P<0.05). (P = 0.01).
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Figura N- 1— Higado, correspondiente al lote control de caseina.
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Figura N9 2.— Higado, correspondiente al lote alimentado con la dieta ex-
perimental.
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La Tabla 5 muestra los resultados de las determinacio-
nes bioquimicas, realizadas sobre cada pool correspondiente
a los machos y a las hembras de los lotes problema y control
que se utilizaron para la determinacién del PER, y que fue-
ron: hematocrito, hemoglobina, proteinas plasmaéticas totales,
albiimina, urea y actividad de fosfatasa alcalina. Como se pue-
de observar los valores obtenidos en los dos lotes fueron simi-
lares.

En la Tabla 6 aparecen el peso de los érganos y la com-
posicion del higado de los animales alimentados con la dieta
experimental y con la dieta de caseina. El peso del higado,
testiculo u ovario en los animales a los que se les di6 la dieta
experimental, expresados por 100 g de rata, resultaron infe-
riores a los controles. Por el contrario, en el caso del cerebro
y de la hipdfisis mostraron mayor peso en las hembras y en
los machos respectivamente, correspondientes a la dieta expe-
rimental. Para timo y bazo se registraron pesos mayores y me-
nores, respectivamente, a los controles en el lote de machos.

En cuanto a la composicién del higado se puede observar
que, si bien el contenido proteico fue similar con las dos dietas,
los higados de las ratas que fueron alimentadas con la dieta
problema contenian méas grasa y menos agua que los de las
ratas controles, siendo la diferencia altamente significativa
(P < 0.001).

En el anéilisis histolégico se pudo observar lo siguiente: el
higado y rifién de los animales controles mostraron al micros-
copio dptico caracteristicas normales, lo que se evidencia en la
Fig. 1 que muestra los hepatocitos con el nticleo de densi-
dad cromatica normal y un citoplasma con escasas areas de
acumulacion lipidica.

En los animales a los que se les di6 la proteina aislada de
la semilla de lino, los hepatocitos muestran signos de una lige-
ra infiltraciéon grasa. Como se observa en la Fig. 2, los nu-
cleos celulares presentan una moderada picnosis y los nucleo-
los son de tamafio algo menor. A nivel del citoplasma, la infil-
tracién grasa se evidencia por las grandes zonas ausentes de
estructuras, que no se han coloreado con la eosina. Es de sefia-
lar que el rifién de estos animales no presenté modificaciones
estructurales con respecto a los controles.
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DISCUSION

El analisis del contenido en amino4cidos esenciales de la
proteina aislada de la semilla de lino, demostré6 una equili-
brada composicién, limitada en su valor biolégico por su con-
tenido en lisina. Si tenemos en cuenta los requerimientos de
ese aminoAcido para la rata en crecimiento de la cepa Wistar
(23), el Numero Quimico resulta igual a 56.5 que. indica'un
valor nutritivo similar al obtenido en el ensayo de la UPN.

Estos valores resultaron mas elevados que los determinados
por otros autores como Miller y Bender (4) y Chalupa y Fis-
cher (5) que obtuvieron para la harina de lino una UPN de
55.0 y 44.8 respectivamente con una digestibilidad de 80.4 en
el ultimo caso.

De lo observado anteriormente, atin descartando el hecho
de que los valores que obtuvimos fueron mas altos debido a
una mayor digestibilidad podriamos inferir que el proceso de
aislamiento no dafié a la proteina de la harina. Sin embargo,
para comprobarlo serian necesarios ensayos comparativos de
harina de lino y proteina aislada de la misma procedencia.

Ademas, es de notar que la composicién corporal al cabo
de 10 dias de experiencia fue la que corresponde a animales
normales para la misma edad. Esta observacién confirma la
caracteristica ya mencionada de la composicién de la proteina
en lo que se refiere al equilibrio de los amino4acidos esenciales
(24), aun cuando el contenido de algunos de ellos, especial-
mente lisina y luego los aminoécidos azufrados, treonina y leu-
cina, no alcanzan niveles 6ptimos cuando se los compara-con
los requerimientos para la rata en crecimiento (23).

El valor de la Razén de Eficiencia Proteica resulté apa-
rentemente inferior al obtenido por K. Henry (6) que fue de
2.11 sin corregir con respecto a su control de caseina (3.57).
Si se realiza dicha correccidn, la Razén de Eficiencia Proteica
para la harina de lino pasa a ser 1.47, valor inferior al obtenido
en este trabajo para la proteina aislada.

El peso de los érganos reflejé la diferente calidad biologi-
ca de la proteina en ensayo con respecto a la caseina: especial-
mente en el higado, bazo, testiculo y ovario. En el caso de los
érganos sexuales fue marcada la inmadurez que presentaron
los animales alimentados con la dieta de lino. Por el contrario
el peso del cerebro y la hipdfisis resultaron superiores a los
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controles. Esto confirmaria lo ya establecido por otros autores
(25), de que dichos 6rganos no son afectados por la calidad
de la proteina cuando es ingerida después de la lactancia.

La composicion del higado en ambos lotes resulté diferen-
te, en lo que se refiere al contenido de grasa. La mayor con-
centracion de grasa que se encuentra en los higados del lote
experimental y que también se hizo evidente en la observacién
histologica, podria estar relacionada al bajo contenido en me-
tionina (26), lisina (27) y treonina (28) de la proteina en es-
tudio.

Sin embargo, dicha concentraciéon no se manifiesta con
sintomas de mal funcionamiento, por lo menos en los parame-
tros bioquimicos analizados al término de la experiencia.

El analisis histologico de rifibn, demostré una estructura
normal del tejido renal en los animales alimentados con la
proteina en estudio, lo cual permitiria descartar la posibilidad
de incidencia de célculos renales observados por otros auto-
res con proteinas tratadas con soluciones alcalinas (29).

De todo lo anteriormente observado surge la evidencia que
la proteina extraida de la semilla de lino segin la técnica de
Bertoni y Cattaneo (2) esta desprovista de efectos toxicos agu-
dos, no presenta signos de toxicidad en las condiciones ana-
lizadas, es decir, en experiencias de 4 semanas.

Sin embargo, para poder preconizar su uso en la alimenta-
cién humana habria que realizar ensayos de larga duracién
como lo ha sefialado el Comité Asesor sobre Proteinas (9).
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SUMMARY

Isolated protein from Linseed meal. I. Nutritive value and toxicological tests

Isolated linseed protein (Linum usitatissimun L.) was analyzed as a
new source of edible protein. .

Tests concerning nutritive value were: essential amino acid composi-
tion, net protein utilization, protein eficiency ratio and chemical score.

Toxicological tests were performed with rats of both sexes which have
been fed on test protein and casein as control, during 28 days. Criteria used
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in these tests were: hematological data and blood chemistry, organ weights,
liver composition and histopathology.

Our results indicate that nutritive value was lower than that of casein
being lysine the first limiting amino acid. Sulfur amino acids, threonine
and leucine were also in suboptimal quantities.

The tests about toxicity showed no signs of pathological damage, except
a light fat liver infiltration; nevertheless long time assays must be done

to asure complete safety.
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