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INTRODUCCION

Las recientes limitaciones establecidas al uso de ingredientes de origen
animal como suplementos proteicos en alimentacion animal, impulsa si cabe un
mayor interés por conocer y mejorar ingredientes proteicos de origen vegetal. Entre
ellos destaca por su mayor utilizacion la torta de soja. En particular, la harina de soja
es un subproducto de la extraccion de aceite con un contenido en proteina bruta
elevado (alrededor del 42-52%), que le colocan como uno de los subproductos
agricolas mas valiosos y apreciados. Sin embargo, la presencia de ciertos o-
galactdsidos puede reducir su valor nutritivo en animales monogastricos, sobre todo
en aves (Leske et al., 1993). Como consecuencia, la digestibilidad de la materia
seca y energia de la torta de soja es relativamente reducida con respecto a los
cereales y presenta expectativas razonables de mejorar su valor nutritivo. Entre
estas posibles mejoras destacaria el 10 - 15% de los Aas, considerados no
digestibles por el NRC, (1994).

Junto a la presencia de o-galactdsidos indigestibles (en torno al 5% de
rafinosa + estaquiosa), la presencia de niveles apreciables de polisacaridos no
amilaceos indigestibles solubles ¢ insolubles (+20%PNA) puede limitar la
accesibilidad de los enzimas a la proteina.

La disponibilidad reciente de numerosos complejos enzimaticos, como
hemicelulasas, celulasas, pectinasas, xilanasas y proteasas podria mejorar la
utilizacion energética y proteica de la torta de soja. El objetivo del presente trabajo
ha sido estudiar fa accesibilidad /n vitro de diferentes enzimas con actividad
mayoritariamente carbohidrolitica o proteolitica sobre la torta de soja extractada y
tratada térmicamente con diferentes grados de intensidad.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio contempla el efecto de asociar enzimas de actividad
carbohidrolasa (Cellulase’; Pectinasa'; Xilanasa') con una Proteasa sobre una
muestra de soja extractada no tostada (NT) o tostada a temperaturas de 85°C
durante 25 minutos (T-85) o 125°C durante 45 minutos (T-125).

Las muestras fueron separadas en fracciones solubles e insolubles mediante
un método propuesto por Huisman et al., (1998). Brevemente, 200g de cada muestra
fueron disueltas en 0.8L de agua destilada durante 2h a temperatura ambiente
seguido de una ultra-centrifugacion a 11000 x g durante 30 minutos. Con los
residuos recuperados, | proceso se repitié 4 veces. Los extractos (WS) y los residuos
(WU) fueron liofilizados y utilizados como substratos de incubacion enzimatica.

La incubacién in vitro de los enzimas se realiz6 en tubos Kimax (2mL)
conteniendo 20 mg-substrato/ mL de buffer (0.05 M acetato sdédico, pH 5.0) a una
temperatura constante de 40°C durante 12 h. Al final de la incubacion, los enzimas
fueron inactivados por ebullicion (100°C durante 10 minutos) y el sobrenadante fue
extraido mediante centrifugacion (4000 x g durante 5 minutos).'

'Biocellulase A Con: Biopectinase NKP; Bioxylanase 10P de la empresa Loders Croklaan, Holanda
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La actividad carbohidrolitica se determiné mediante la medida del porcentaje
de liberacidon de monosacaridos (analizados por cromatografia de gases) del total
presente en los substratos incubados. La actividad proteolitica se determino
mediante el analisis de la cantidad de aminoacidos liberados siguiendo el método
ACUTAC de Waters.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de fraccionamiento de las muestras mediante la extraccion con
agua y la composicion de sus fracciones (Tabla 1) reflejan que el tostado de la soja
redujo la solubilidad de la proteina (59% vs 44% y 36%, respectivamente a 0, 85 y
125°C). Similares descensos se observaron en la solubilidad de la fraccién de
carbohidratos (41 vs 28 'y 22%).

Las diferencias observadas en solubilidad reflejan cambios estructurales de la
proteina (desnaturalizacion) “per se” y de su entramado con los carbohidratos. De
hecho, durante la maduracién de las células de los cotiledones del grano de soja, el
nucleo, las mitocondrias y el reticulo endoplasmatico son desplazados por
‘formaciones proteicas” (2-20 n &) rodeadas de numerosas “vesiculas lipidicas” (0.2-
0.5 u &) Tras el proceso de desengrasado estas vesiculas acaban desapareciendo,
obteniendose fragmentos de cotiledon formados por células compuestas por un
entramado de paredes, comlinmente polisacaridos no amilaceos (PNA: celulosa,
hemicelulosas y pectinas), membranas y citoplasma, cuyo contenido en proteina es
muy elevado.

Los contenidos en w«-galactosidos (rafinosatestaquiosa) analizados en las
fracciones solubles reflejaron una elevada tendencia a solubilizarse en agua (71 vs
41 y 50%, respectivamente a 0, 85 y 125°. Sin embargo, su extraccién no es
completa como ha sido previamente descrito por Leske et al., (1993).

Tabla 1: fracciones (%MS™ de la torta de soja) solubles (WS) e insolubles (WU)
en agua y composicion (%MS-1) en proteina y carbohidratos.

Soja = SojaNT SojaT-85 = SojaT-125

S ~_original WS = WU WS WU __Wws Wu

Fracciones (%) 100 56 44 39 61 32 68

Total aminoacidos (%) 49.4 nd 47.0 nd 36.8 nd 40.4

Total monosacaridos (%) 24 5 17.9 37.5 179 354 17.3 36.1
a-galactosidos (%)

rafinosa 1.40 1.78 nd 1.66 nd 1.74 nd

estaquiosa 3.95 502  nd 394 nd 664  nd

En la tabla 2 se presentan los resultados relativos a la incorporacion de los
diferentes enzimas sobre el substrato soluble en agua (WS-7-85), determinados
como concentracién de a-galactosidos (mg/mL) en los sobrenadante después de la
incubacion de 40mg substrato/mL de buffer. La incubacion con proteasa incrementé
las concentraciones de rafinosa y estaquiosa en relacion al blanco (sin enzimas),
reflejando un enlace "proteina-a-galactdsidos" que se rompe con una actividad
proteolitica simple. La incubacion con pectinasa y celulasa, redujo sustancialmente
los contenidos en «-galactosidos, resultados que no fueron observados con la
xilanasa. La combinacién de cada uno de ellos con proteasa, no increment6 el
descenso de los «-galactosidos ya mostrado por los diferentes enzimas
carbohidrolasas, lo que sugiere la presencia de una cierta actividad proteasa en
pectinasa y celulasa.

En la tabla 3 se presentan los resultados relativos al efecto de los diferentes
enzimas sobre los sustratos insolubles en agua, medido como porcentaje de
monosacaridos liberados y Aas libres en el sobrenadante.
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Tabla 2: Concentracion en a-galactosidos del sobrenadante (mg/ml) despues de la
incubacién de 40mg/ml de soja T-85° con proteasa y/o diferentes carbohidrolasas.

~ Raf Estag  Raf _Estaq  Raf _ Estaq

‘Blanco 0.37 1.67 - - =

Proteasa 0.77 2.65 - - - -
Carbohidrolasa "i" Pectinasa Celulasa Xilanasa
Carbohidrolasa "i" 0.12 1.09 0.50 0.74 0.51 222
_Carbohidrolasa "i" + Proteasa  0.58 083 047 128 045 1.91

En relacion a la actividad carbohidrolasa, la pectinasa y la celulasa
presentaron porcentajes de monosacaridos liberados superiores a la xilanasa vy
proteasa por si solas. La incorporacion simultanea de proteasa con carbohidrolasas
manifestd una elevada respuesta claramente sinérgica con la pectinasa y la
celulasa, aungue no con la xilanasa, lo que demuestra la estrecha relaciéon entre los
carbohidratos y la proteina de la matriz. No se observaron diferencias en los efectos
principales descritos derivados del tratamiento térmico previo de la soja.

La determinacién de los aminoacidos liberados evidencio,también, la elevada
actividad proteolitica de los complejos mayoritarios en actividad pectinasa y celulasa.
No se observd actividad en el enzima xilanasa. La incorporacion simultanea de
proteasa con los diferentes carbohidrolasas permitio incrementar la liberaciéon de
Aas, en particular de forma aditiva con la pectinasa.

Tabla 3: Actividad enzimatica sobre los PNA y la Proteina (Aas) en porcentaje
de liberacion del total presente en la las fracciones insolubles en agua (WU).

____gla NT L SOja T-85 __H_Sgg_[j 25 e
Azlares Aas Azuares Aas Azlares Aas
libres libres ~ libres  libres ~  libres Libres
Prot. 2.5 3.5 2.7 7.0 3.2 4.8
Pect. 9.2 55 7.0 8.0 9.3 59
Prot.+Pect. 21.9 92 19.8 10.4 21.0 12.3
Cel. 1.7 7.1 8.9 9.7 10.8 8.6
Prot.+Cel. 16.0 8.5 12.0 11.7 14.0 1.1
Xil. 5.0 1.0 4.0 1.8 4.1 1.6
Prot. +Xil 42 _38 4.7 6.4 43 74
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En conclusion los resultados reflejan, por una parte, una actividad interesante
de pectinasa y celulasa sobre los «-galactosidos y PNA de pared vegetal, y por otra
parte, la disociacion del entramado “proteina-carbohidratos" parece mejorar la
accesibilidad de los enzimas proteoliticos a la estructuras proteicas presentes en la
soja. Sin embargo, los presentes resultados /n vitro deberan confirmar su utilidad
practica con animales, en cuyo tracto digestivo abundan los enzimas proteoliticos y
no se encuentran carbohidrolasas de pared vegetal como pectinasas y celulasas.
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