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Abstract: The conversion factor of nitrogen to proteins and isoflavones present in Glycine max was
determined. For the determination of the conversion factor, we worked with solubilizing the proteins at
alkaline pH and then extracting them with acidic pH. The proteins were identified by the Kjeldahl
method. The antioxidant capacity was determined after extracting the isoflavones and their glycosides
through the Soxhlet method, and then using the Brand Williams method (DPPH). The results indicate that
the protein conversion factor was 5.85, the maximum concentration of total isoflavones was 33.33%, the
antiradical efficiency of total isoflavones was 0.004 mL/ug min, the antiradical efficiency of gallic acid
was 0.005 mL/ug min. and the antiradical efficiency of tannic acid was 0.0004 mL/ug min. These results
justify the consumption of Glycine max (Soya) as a food that has a high nutritional quality and provides
an excellent source of antioxidants, which will prevent hormonal and carcinogenic diseases.

Keywords: Glycine max; Legume seeds; Protein; Isoflavones; Antioxidant capacity.

Resumen: Se determin6 el factor de conversion de nitrégeno a proteinas e isoflavonas presentes en
Glycine max. Para la determinacion del factor de conversion se trabajo con solubilizando las proteinas a
pH alcalinos y luego extrayéndolas con pH é&cidos. Las proteinas fueron identificadas por el método
Kjeldahl. La capacidad antioxidante se determind previa extraccién de las isoflavonas y sus glicésidos a
través del método de Soxhlet, y luego empleando el método de Brand Williams (DPPH). Los resultados
indican que el factor de conversién proteica fue 5,85, la concentraciéon maxima de isoflavonas totales fue
33,33 %, la eficiencia antirradicalaria de las isoflavonas totales fue 0,004 mL/ug min, la eficiencia
antirradicalaria de acido gélico fue 0,005 mL/ug min y la eficiencia antirradicalaria de &cido tanico fue
0,0004 mL/ug min. Estos resultados justifican el consumo de Glycine max (Soya) como un alimento que
posee una alta calidad nutricional y proporciona una 6ptima fuente de antioxidantes, que permitira
prevenir enfermedades hormonales y cancerigenas.

Palabras clave: Glycine max; Semillas leguminosas; Proteina; Isoflavonas; Capacidad antioxidante.
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INTRODUCCION

Glycine max es la principal fuente de proteina y
aceite vegetal del mundo, contiene 40% de proteina y
20% de aceite (en muestra seca). En ese sentido es
importante tener una informacion lo mas completa de
esa composicion, asi como los aspectos nutricionales
que generen un valor agregado a este producto
(Ezegau et al., 2002).

Las proteinas son grandes moléculas de
aninoacidos, y se encuentran en los alimentos de
origen animal y vegetal. Constituyen los principales
componentes estructurales de las células y tejidos del
cuerpo. Los masculos y los érganos estan formados
en gran medida por proteinas. Estas son necesarias
para el crecimiento, el desarrollo y el mantenimiento
del cuerpo y para reparar y reemplazar los tejidos
gastados o dafiados, asi como para producir enzimas
metabdlicas y digestivas. Son, ademaés, un
componente esencial de ciertas hormonas (FAO,
2022). Se determina comunmente calculando la
cantidad de nitrogeno y luego multiplicando por un
valor denominado factor de conversion de nitrégeno
(FCN). EI FCN se determina a partir de las proteinas
y secuencias de aminoacidos presente en el producto,
o midiendo el contenido de nitrogeno de una proteina
altamente purificada (International Dairy Federation,
2016).

El método usado para determinar el FCN es
el método Kjeldahl, mediante la cuantificacion de
proteinas, y el método de Soxhlet que realiza la
extraccion de los aceites empleando un solvente
organico. Ademas, para formular alimentos y
verificar el cumplimiento de los requisitos de
etiquetado y otras especificaciones, los fabricantes y
los laboratorios de control oficial deben utilizar el
FCN cientificamente justificados y ratificados por
organismos internacionales de normalizacion de
alimentos como la Comision del Codex Alimentarius
(International Dairy Federation, 2016).

Las leguminosas como la soja sintetizan en
sus células gran variedad de fitoquimicos, en
particular isoflavonas, alcaloides y glucosidos
cianogénicos. Las isoflavonas pueden modular eficaz
y eficientemente los niveles de estrdgenos en
humanos y animales, lo cual se refleja en etapas
como la menopausia y en tratamientos como el
cancer de mama, los ovarios poliquisticos y la
endometriosis entre las mujeres (Munro et al., 2003;
Ogbuewu et al., 2010).

Existen variados métodos para de ensayos de
antioxidantes (Singh y Singh, 2008; Victoria et al.,
2015). Uno de los métodos usados para medir la
capacidad antioxidante de isoflavonas en Glycine
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max es el método de Brand Williams y se fundamenta
en que el radical libre estable 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH*) posee un electron
desapareado que produce un color azul-violeta y se
decolora hacia amarillo palido al reaccionar con una
sustancia capturadora de radicales libres; cuya
absorbancia es medida en espectrofotometro a 517
nm. La diferencia entre absorbancias permite obtener
el porcentaje de captacion de radicales libres .14,15

Las isoflavonas son estructuras difendlicas no
esteroidal con capacidad de unirse al receptor de
estrogeno (alfa y beta), segin se ha demostrado en
investigaciones realizadas con animales, en tanto que
a nivel clinico han demostrado efectividad en la
prevencién de enfermedades cardiovasculares,
osteoporosis y canceres dependientes de hormonas
mujeres (Munro et al., 2003; Ogbuewu et al., 2010).
Esta linea de investigacion es siempre de actualidad
en especial con una especia muy utilizada en los
cinco continentes (Choi et al., 2020).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y Preparacion del extracto

Se recolect6 10 kg de semillas de Glycine max
(Soya), en frascos secos y estériles de vidrio; luego se
llev6 a remojar por una semana, cambiando
diariamente el agua, luego se retir6 la cascara, seco y
trituraron las semillas. ElI polvo fue colocado en
frascos de vidrio y se conservé a 10°C.

Factor de conversion de nitrogeno (FCN) a
proteinas (AOAC, 1998; AOAC, 2000; AOAC,
2012; Gavidia-Valencia et al., 2020)

Extraccion de proteinas: Donde se determiné el pH
de maxima solubilidad cuyo método se da por
dispersion acuosa en medio alcalino. Procedimiento:
En un balén de 500 mL, se colocd 5g de muestra y
adicion6 100 mL de agua destilada, se agitd y
mantuvo a 30°C, hasta completa suspension. Luego
se adaptdé un potenciometro y fue llevado al pH
deseado (8,0; 8,5; 9,0; 9,5: 10,0; 10,5; 11,0; 11,5;
12,0), adicionando gota a gota NaOH 5 N 0 0,5 N,
segin se aproxime al pH deseado, manteniendo
agitacion y la temperatura de 30°C. La suspension fue
centrifugada por 20 minutos a 2800 rpm. El
sobrenadante fue extraido con una pipeta limpia y
estéril, y filtrado. Luego el filtrado obtenido se colocé
en un matraz de 500 mL. Al precipitar se solubiliz6
con 25 mL de agua destilada y fue llevado a pH
deseado con NaOH. Luego se agitd y centrifugd por
10 minutos a 2800 rpm. El filtrado se coloc6 en un
matraz de 250 mL que contenia el anterior
sobrenadante, mientras que el precipitado fue
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empleado en una segunda extraccion. Se adicion6 50
mL de agua destilada al precipitado y luego la
solucion fue solubilizada pasandola a un balén de 500
mL. Se procedi6 a agitar a 30°C, hasta completa
suspension llevandose al pH deseado. En la segunda
extraccion se realizd el mismo procedimiento donde
finalmente el precipitado fue eliminado y el
sobrenadante fue llevado a pH deseado y luego
aforado a 500 mL. En esta solucién se procedié a
determinar el porcentaje de nitrégeno extraido
empleando el método Kjeldahl. Precipitacion de
proteinas: Se trabajo en los siguientes pH: 3,3; 3,5;
3,8;4,1;4,3; 4,5; 4,7, 4,9. Del aforado de la segunda
extraccion se extrajo 250 mL y colocaron en un vaso
beaker de 400 mL. Se agito6 hasta total
homogeneizacion de la muestra, y luego se llevo al
pH deseado empleando HCI y con agitacion. Se dejo6
reposar por 5 minutos y luego fue centrifugado a
2800 rpm por 20 minutos. El sobrenadante fue
filtrado y este fue colocado en una fiola de 500 mL.
Al precipitado se le adicion6 50 mL de agua destilada
y llevé al pH deseado, agitd y centrifugd por 10
minutos a 2800 rpm. El sobrenadante fue filtrado, se
llevé al pH deseado y coloco en la fiola de 500 mL
procediendo a aforar y el precipitado fue desechado.
Del aforado se extrajeron dos volimenes, 50 y 100
mL respectivamente, y en cada volumen y pH se
determind el porcentaje de nitr6geno extraido no
precipitado empleando el método Kjeldahl.
Determinacién del factor de conversién proteica: Se
determinG en base al dato porcentual de nitrogeno,
luego se aplicé la siguiente formula: F = 100/N

Donde:

100: cantidad de proteinas que contiene nitrégeno

F: factor de conversion proteico

N: porcentaje de nitrogeno en proteinas. La cantidad
de ensayos realizados fue de 6 por cada pH.

Extraccion y purificacion de isoflavonas totales

Desecado y triturado de la droga: 500 g de semillas
de Glycine max fueron pesados y secados por el
método gravimétrico de la estufa a 45°C hasta peso
constante y después fue triturado en un mortero
metalico (Remondetto et al., 2001; Araujo et al.,
2016; Yuliani et al., 2018). Desengrasado Yy
despigmentado de la droga: 20 g de la droga fueron
triturados y mezclados con cantidad suficiente de
arena lavada y tratada, se armé un cartucho de papel
que fue introducido en la cAmara del equipo Soxhlet,
procediendo a extraer la grasa y los pigmentos con
éter de petréleo, por 4 horas hasta agotar la grasa y
los pigmentos (Rostagno et al., 2009; Yuliani et al.,

Factor de conversion y capacidad antioxidante de isoflavonas en Glycine max

2018). Extraccion e hidrolisis de glicésidos de
isoflavonas: Se utilizo el método Soxhlet con 100 mL
de mezcla hidrometandlica al 50% v/v, y 100 mL de
acido sulfdrico al 10% p/v, por un tiempo
aproximado de 4 h, para obtener el extracto
hidrometandlico acidificado (Rostagno et al., 2009;
Yatsu et al., 2016). Purificacion de isoflavonas: El
extracto hidrometandlico acidificado se llevo a Bafio
Maria a 60°C hasta disminuir a la mitad el contenido
inicial del extracto, se enfrié y puso a refrigeracion a
20°C por una hora. El extracto refrigerado se filtr6 al
vacio sobre embudo Buchnner, previamente
acondicionado a temperatura menor a 20°C, se lavo
el residuo con 3 volimenes consecutivos de 400 mL
de agua bidestilada, obteniéndose en el papel filtro
las isoflavonas totales, las cuales fueron llevadas a
45°C en estufa por 2 horas, luego se solubiliz6 en 50
mL de metanol a 50°C. Esta solucion fue colocada en
fiola de 100 mL., repitiendo esta reciente operacion
adicionando un par de volimenes consecutivos de 25
mL de metanol, estas soluciones finales fueron
trasvasadas a una fiola de 100 mL para luego aforar.
Esta dltima solucién se llevo a enfriar a temperatura
ambiente y filtré al vacio, y a este filtrado se le
adicion6 100 mL de agua bidestilada (Rostagno et al.,
2009; Yuliani et al., 2018).

Preparacion de la solucion problema

De la primera muestra problema se midieron 2,5 mL
y afor6 a 100 mL con metanol; de este aforo se
extrajo 3 alicuotas de 4 mL, para obtener lectura de
absorbancias a 310 nm por cada alicuota en el
espectrofotometro UV-Visible (Rostagno et al., 2009;
Yuliani et al., 2018). Preparacion de la solucion
blanco: Se prepard una solucidn hidroximetandlica al
50% v/v como solucion blanco, se midi6 en una
alicuota de 4 mL aproximadamente para la
calibracion  del  espectrofotometro  UV-Visible
(Rostagno et al., 2009; Yuliani et al., 2018).
Preparacion de la solucion patrén: 0,005 g de
genisteina al 98% de pureza fue disuelta en 5 mL de
metanol; de esta solucién se midié 0,2 mL y aforé a
25 mL con solucién hidroximetandlica al 50%. De
este aforo se midi6 9 alicuotas de 4 mL
aproximadamente, para obtener de cada alicuota tres
lecturas de absorbancia a 310 nm en el
espectrofotometro UV-Visible (Rostagno et al., 2009;
Yuliani et al., 2018).

Capacidad antioxidante in vitro del extracto
metandlico de isoflavonas totales mediante los
porcentajes captados del radical DPPH*: Método de
Brand Williams. Determinacion de los porcentajes
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del radical DPPH*

5 tubos con muestra problema fueron recubiertos de
papel aluminio. Se les adicioné 1 mL de solucion de
DPPH* 0,1 mM; se agitaron vigorosamente y
colocaron en oscuridad por 30 minutos, y procedié a
medir la absorbancia a 517 nm a cada tubo de
muestra problema cada uno frente a un blanco (Tyug
et al, 2010). Determinacion de la Eficiencia
Antirradicalaria (EA) de isoflavonas totales: Se
calculé previamente el valor promedio 1Csy que
denota la concentracion de muestra que se requiere
para eliminar el 50% de los radicales libres DPPH y
el promedio de los tiempos de ICso (T ICso) de todas
las concentraciones (Malencic et al., 2012).
Determinacion in  vitro de la eficiencia
antirradicalaria (EA) de la solucién de &cido gélico

RESULTADOS

0,1 mM: Se prepar6 0,1 mM de é&cido gélico,
llevandose a refrigeracion en envase de vidrio
cubierto con papel de aluminio. Luego, se repitio
todos los pasos descritos en la determinacion de la
capacidad antioxidante in vitro del extracto
metandlico de isoflavonas totales (Tyug et al., 2010;
Skowyra, 2014; Pisoschi et al., 2016).
Determinacion de la eficiencia antirradicalaria (EA)
in vitro de la solucién de &cido tanico 0,1 mM: Se
prepar6 0,1 mM de &cido tanico, llevandose a
refrigeracion en envase de vidrio cubierto con papel
de aluminio. Luego, se repiti6 todos los pasos
descritos en la determinacion de la capacidad
antioxidante in vitro del extracto metandlico de
isoflavonas totales (Tyug et al., 2010; Skowyra,
2014; Pisoschi et al., 2016).

22,0
B 21,61£0,018
E 21,5
_‘—9_’
(=] 21,0
c
1)
&
= 20,5 20,3440,021
c 20,050,021 20,17£0,016
S e 20,39+0,027
g 200 20,230,015
& 19,92+0,018
& 9,5

(‘IO

8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0
pH
Figura N° 1

Gramos de nitrégeno solubilizado procedente de proteinas de Glycine max segun el pH alcalino

Tabla N° 1
Factor de conversion proteica para las semillas de Glycine max (Soya)

Muestra

Factor de conversion proteica

Semillas de Glycine max

5.88
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Tabla N° 2
Porcentaje de isoflavonas totales expresados en porcentaje de las semillas de Glycine max

Muestras problemas | Absorbancias promedios (nm) | Porcentaje de isoflavonas totales (%0)
analizadas
1 0,28 28,57
2 0,30 33,33
3 0,30 33,33
4 0,28 28,57
5 0,29 31,03
Promedio 0,290 30,97
Desviacion estandar 0,01 2,38

Tabla N° 3
Capacidad antioxidante expresado como eficiencia antirradicalaria (EA) de las isoflavonas totales,
acido gélico y 4cido tanico presentes en semillas de Glycine max

Antioxidante Eficacia antiradicalaria (mL x ug * x min %)
Isoflavonas totales 0,004
Acido galico 0,005
Acido tanico 0,0004
Promedio 0,00313
& 19,0 18,68+0,164
E 18,5
§ 18,0 17,64+0,0148
) 17,430,292
o 17.5
8 17,0 16,72+0,084
‘0 16,38+0,044
& 167 16,57+0,0711
3 16,0 15,73+0,0327
% 15,3 15,04+0,439
ao 15,0
3,3 3,5 3,8 4,3 4,5 4,7 4,9

pH

Figura N° 2
Gramos de nitrogeno solubilizado procedente de proteinas de Glycine max (soya) segun el pH &cido

DISCUSION
Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is the most
important oilseed cultivated in the world. Global
production is estimated at 317.3 million tons for the
2015/2016 harvest. Brazil joins the United States as
one of the major producers, with 30% of this total.
The average productivity of soybean in Brazil is
2,999 kg ha-1 (Araujo et al., 2016).

En la Figura N° 1, se muestran los gramos de
nitrogeno solubilizado procedente de proteinas de

Glycine max donde se trabaj6 a pH alcalino,
observandose que la mayor solubilidad se presenta a
pH 10 con 21,61 + 0,018 gramos. En este ensayo se
emplean solventes alcalinos que ayudan a romper los
puentes de hidrégeno y a disociarlo favoreciendo el
incremento de la carga superficial de las moléculas
proteicas aumentando la solubilidad en agua (Mariotti
et al., 2008; Rouch et al., 2008).

En la Figura N° 2 se muestran los gramos de
nitrégeno solubilizado procedente de proteinas de
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Glycine max, donde se trabaj6 a pH A&cido,
observandose que la menor solubilidad se presenta a
pH 4,3 con 15,04 + 0,439 gramos. Segun los
resultados encontrados en los precipitados, presentan
un mayor contenido de proteina, esto se debe a la
influencia de la temperatura, donde su incremento
disminuye la solubilidad de la proteina en la solucién,
y por tanto favorece una mayor precipitacion de la
misma, también se refiere al pH donde la proteina no
tiene carga eléctrica y es incapaz de desplazarse en
un campo eléctrico, por lo que no existe repulsién
electrostética entre las moléculas de proteina vecinas
y tienden a precipitar (Mariotti et al., 2008; Rouch et
al., 2008; Maubois y Lorient, 2016).

En la Tabla N° 1 se muestran el FCN para las
semillas de G. max, el cual resultd ser 5,88, el cual es
elevado respecto a otras fuentes de nitrégeno, sin
embargo, se encuentra por debajo de los productos
lacteos y la leche humana que presentan factores de
6,38 y 6,37 respectivamente. Los alimentos en los
cuales se ha determinado su factor de conversion
proteica, como: las lentejas (5,71), los hongos (4,70)
y la gelatina (5,55), poseen FCN menor al
determinado lo que reafirma que se trata de una
fuente de alto valor nutritivo (Gorska-Warsewicz et
al., 2018).

En la Tabla N° 2 se observa que el promedio
del porcentaje de isoflavonas totales encontrado fue
de 30,97%, el cual se encuentra dentro del rango
aceptado por asociaciones cientificas internacionales
(20-50%). Entre las principales isoflavonas presentes
en G. soya estan daidzeina, genisteina y gliciteina, y
sus respectivos PB-glucosidos, malonilglucésidos y
acetilglucésidos; ademas, la temporada de invierno y
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