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CARACTERIZACION QUIMICA DEL GRANO MOLIDO

Y LA TORTA DE SOYA DESGRASADA (Glycine max, Merr,
VAR. INCA SOY 24) QUE SE EMPLEAN EN EL MEDIO

DE CULTIVO PARA Bradyrhizobium elkanii
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y Daimy Costales

ABSTRACT. Some soybean derivatives have been used as
culture medium for Bradyrhizobium. A positive effect on the
growth dynamics of these microorganisms and an inducing
power on the expression of gene nodulation has been
demonstrated. This work was carried out in the Crop
Physiology and Biochemistry Department from the National
Institute of Agricultural Sciences (INCA), wherethe chemical
characterization of the ground grain and the fat-free soybean
cake was done. The phytochemical analyses were carried out
and proteins as well as reducing carbohydrates were later
guantified. Three successive extractions with solvents of
growing polarity were carried out. Presence of triterpenes,
steroids, quinones, lactonic groups, aminoacids, amines, lipids,
oils, reducing carbohydrates, mucilages, flavonoids and
proteinswas observed in both materials. The quantification of
proteinsand reducing carbohydrates showed that ground grain
has a higher concentration of these two compounds than the
fat-free soybean cake.
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INTRODUCCION

La soya constituye el hospedero especifico para
Bradyrhizobium (1) y los compuestos que aporta, ade-
mas de ejercer un papel en la nutriciéon y el quimiotaxismo
de estas bacterias, desempefian un papel esencial en el
éxito de la simbiosis (2, 3). La exudacién de flavonoides
en sus semillas y raices constituye la primera sefial en
el complejo intercambio de sefiales moleculares que tie-
nen lugar entre el Rhizobium vy la leguminosa huésped.
La daidzeina y la genisteina son particularmente
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RESUMEN. Algunos derivados de la soya se han utilizado
como medio de cultivo para Bradyr hizobium, demostrandose
su efecto positivo sobre la dindmica de crecimiento de estos
microorganismos, asi como su poder inductor sobre la expre-
sién delos genes de nodulacién. El presentetrabajo sellevé a
cabo en el Departamento de Fisiologiay BioquimicaVegetal,
perteneciente al Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA), donde serealiz6 |lacaracterizacién quimicadel grano
molido y latorta desgrasada de soya, alos cuales selesreali-
zaron tres extracciones sucesivas con solventes de polaridad
creciente. Serealizd € correspondiente tamizajefitoquimicoy
posteriormente se cuantificaron las proteinas y los
carbohidratos reductores. Se observé en ambos materiales la
presenciade triterpenos, esteroides, quinonas, agrupamientos
lacténicos, aminoacidos, aminas, lipidos, aceites, carbohidratos
reductores, mucilagos, flavonoides y proteinas. La
cuantificacion de proteinas y carbohidratos reductores evi-
dencié que e grano molido exhibe mayor concentracién de
ambos compuestos que la torta desgrasada.

Palabras clave: soja, Bradyrhizobium, composicién
quimica

isoflavonoides que se encuentran en concentraciones
biol6gicamente relevantes en las semillas y raices de la
soya; ademas, constituyen los inductores mas potentes
de los genes de nodulacion para Bradyrhizobium
japonicum. Adicionalmente, se demostro que los deriva-
dos glicosilados de estos isoflavonoides también son
compuestos que actlian sinérgicamente en la induccién
de la nodulacion.

Ademaés de los flavonoides, en el establecimiento de
la simbiosis Rhizobium-leguminosa la planta libera va-
rios metabolitos secundarios, entre ellos: aminoéacidos, aci-
dos orgéanicos y azUcares, los que se consideran importan-
tes quimioatrayentes para los microsimbiontes (4, 5).

El efecto positivo de la soya sobre la quimiotaxis,
nutricion y expresion de los genes de nodulacion en
Bradyrhizobium genero recientemente una patente que
ampara su utilizacion en medios de cultivo para
Bradyrhizobium japonicum, debido a que es mas barato,
accesible y constituye un paso de avance en la obten-
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cion de biopreparados mas eficientes. Se demostré que
los medios que contienen la soya en su composicion
guimica incrementan la multiplicacion celular, la produc-
cion de factores Nod, la nodulacién y los rendimientos
del cultivo (6).

En diferentes estudios llevados a cabo con la cepa
Bradyrhizobium elkanii ICA 8001, se comprob6 que deri-
vados como el grano molido y la torta de soya desgrasada,
ejercen un efecto diferenciado tanto en la dindmica de
crecimiento celular como en la expresion de los genes
de nodulacién.

Resulta I6gico pensar que diferencias en la compo-
sicién quimica de estos derivados pudieran explicar el
comportamiento diferenciado en la actividad biolégica. Por
ello, el objetivo del presente trabajo fue determinar la com-
posiciéon quimica del grano molido y la torta de soya
desgrasada (Glycine max, Merr; var. INCA soy 24) em-
pleadas como componentes del medio de cultivo
Bradyrhizobium elkanii ICA 8001.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizé grano molido y torta desgrasada
de soya (Glycine max, Merr; var. INCA soy 24) como
material vegetal.

Las semillas de soya empleadas se cosecharon en

la primavera del 2000 en un suelo Ferralitico Rojo lixiviado
tipico Edtrico (7) y se almacenaron a una temperatura de
4°C.
Preparacion y extraccion del material vegetal para el ana-
lisis fotoquimico. El esquema de tamizaje mas adecua-
do para este analisis es la extraccién sucesiva con sol-
ventes de polaridad creciente, con la finalidad de lograr
un mayor agotamiento del material vegetal. Todas las
extracciones se realizaron a temperatura ambiente (5).

Para ello, se tomaron 5 g de cada material vegetal y
se le afiadieron 50 mL de n-hexano. Se maceraron las
muestras durante siete dias a temperatura ambiente,
posteriormente se filtraron y se obtuvieron los extractos
n-hexanicos. A los residuos se les adicioné 50 mL de
etanol, se maceraron durante otros siete dias, se filtraron
y se obtuvieron asi los extractos etandlicos. Finalmente,
a estos residuos se les adicionaron 50 mL de agua, se
maceraron durante otros siete dias y se filtraron
obteniéndose los extractos acuosos.

El experimento se realizé tres veces en el afio con
tres réplicas y los resultados fueron coincidentes. Para
el andlisis estadistico se trabajé con la media de los tres
muestreos.

Tamizaje cualitativo preliminar. Para realizar este anali-
sis quimico cualitativo (por cambio de coloracién) de los
diferentes extractos, se siguio la metodologia descrita
para plantas medicinales (5), ensayandose en cada ex-
tracto los metabolitos que de acuerdo con la solubilidad
pudieran extraerse con estos solventes.

Analisis cuantitativo de carbohidratos reductores y pro-
teinas. Se realizaron los analisis cuantitativos de
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carbohidratos reductores (8) y las proteinas (9) a los ex-
tractos etandlicos y acuosos tanto del grano molido como
de la torta desgrasada, mediante métodos colorimétricos
utilizando un espectrofotémetro Spekol 11 UV/Visible.

Los datos se procesaron mediante un arreglo
bifactorial con un disefio completamente aleatorizado y
las medias se docimaron por la prueba de Rangos Multi-
ples de Duncan con un 5 % de significacion. Para ambas
determinaciones uno de los factores fue el tipo de extrac-
to (nivel 1; extracto acuoso y nivel 2: extracto alcohdlico)
y el otro factor fue el derivado de la soya (nivel 1: grano
molido y nivel 2: torta desgrasada).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tamizaje cualitativo preliminar. De forma general, se pue-
de sefialar que la soya contiene varios metabolitos im-
portantes, los que le confieren un alto valor nutricional
para animales y humanos, dado particularmente por la
elevada concentracién de azlcares, lipidos, aceites,
aminoacidos y proteinas (10, 11, 12, 13).

Muchos de estos compuestos participan ademas
activamente en la quimioatraccion de microorganismos
beneficiosos del suelo, como son los aminoacidos y azi-
cares, confiriéndoles una mayor competitividad en la lu-
cha por el nicho ecolégico. Los resultados se muestran
enlaTablal.

Tabla |. Tamizaje fitoquimico de los diferentes ex-
tractos en ambos materiales vegetales

Extractos Compuestos Material vegetal
Grano Torta

molido  desgrasada

Alcaloides -

Triterpenos y esteroides ++
Quinonas +

Agrupamientos lacténicos +

Lipidosy/o aceites ++
Azlcares reductores ++
Agrupamientos lact6nicos ++
Saponinas - -
Fenoles y/o taninos - -
Aminoéacidos y aminas ++
Alcaloides - -
Flavonoides ++ +
Cardiotoénicos - -
Quinonas - -
Saponinas ++ +
Alcaloides - -
Fenoles y/o taninos - -
Azlcares reductores ++
Flavonoides -

M ucilagos ++ +

n-Hexanico

Etandlico

Acuoso

+ Ligera presencia
++ Fuerte presencia
- Ausencia

Se observé en el grano molido una mayor presencia
de los compuestos triterpenos y esteroides, lipidos, azu-
cares reductores, agrupamientos lactonicos (coumarinas),
flavonoides, saponinas y mucilagos que en la torta
desgrasada. Sin embargo, la presencia de aminoacidos
y aminas fue muy fuerte en ambos materiales vegetales,
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lo cual pudo apreciarse por la intensidad del color mos-
trada al realizar el ensayo. En cambio, no se detectaron
alcaloides, glucésidos cardioténicos, fenoles y/o taninos.

En cuanto al extracto n-hexanico en ambos materia-
les vegetales, el ensayo de alcaloides resulté negativo 'y
hubo una elevada deteccién en el grano molido de
triterpenos y esteroides, compuestos que son precurso-
res de los aceites esenciales y parte de las hormonas y
vitaminas, respectivamente. La intensa coloracion obser-
vada en el ensayo para lipidos y/o aceites en el grano
molido, permitié comprobar la fuerte presencia de estos
compuestos resultados que coincide con algunos traba-
jos (10) que plantean que la soya es un alimento de alto
contenido en grasa (entre 18y 21 %), no siendo asien el
caso de la torta desgrasada que disminuy6 como es légi-
Cco su contenido.

En el caso del extracto etandlico, donde se encuen-
tran los compuestos de baja polaridad del grano molido,
se observ6 una elevada presencia de reductores,
coumarinas y aminas. Estas Ultimas se encuentran en
gran cantidad unidas a compuestos organicos a los que
muchas veces le confieren su actividad fisiol6gica (11),
ademas de la fuerte presencia en este extracto de
aminodcidos que forman las proteinas, moléculas que se
encuentran entre 38 y 40 % en el vegetal (11, 12). Tam-
bién se observo una alta concentracion de flavonoides,
compuestos que precisamente son los que se encuen-
tran, fundamentalmente, en las leguminosas con un im-
portante papel en la simbiosis (12, 13), que pudo ser de-
tectado por la fuerte coloracién mostrada en el ensayo.
Sin embargo, en el extracto etandlico de la torta se en-
contraron los mismos compuestos pero con una colora-
ciébn menos intensa, excepto las aminas y/o aminoacidos
gue también se encontraron en una elevada concentra-
cion. Por otro lado, no se detecté la presencia de com-
puestos antimicrobianos como son los fenoles y/o taninos,
alcaloides, glucésidos cardiotonicos y saponinas (8).

Por su parte, el extracto acuoso para el grano moli-

do demostré una elevada presencia de compuestos con
mediana y alta polaridad, en el caso de las saponinas,
carbohidratos reductores y mucilagos, mientras que en
el mismo extracto pero de la torta desgrasada hubo una
baja deteccién de estos compuestos. Por otra parte, no
se observé en ninguno de los dos extractos alcaloides,
fenoles y/o taninos y flavonoides.
Andlisis cuantitativo de carbohidratos reductores y pro-
teinas. Una vez realizados los ensayos de identificacién,
se cuantificaron los carbohidratos reductores y las pro-
teinas en aquellos extractos donde fue identificada su
presencia, dada laimportancia de estos compuestos en
la quimioatraccién de las bacterias beneficiosas (4), ade-
mas del papel esencial que desempefian en la nutricion
(Tablall).

Tabla ll. Cuantificacion de carbohidratos reductores
y proteinas en los materiales vegetales es-

tudiados
Materid vegetd Extracto Contenido de Contenido de carbohidratos
proteines (ug.mL™) reductores (ug.mL™?)

Grano molido Etandlico 2807.40d 250.77b

Acuoo 576850a 474.85a
Tortadesgrasada Etandlico 2991.83¢ 66.51d

Acuoso 3104.54b 2469 ¢c
Error Eténdar 0.04 0.01
(p<0.01)

Los resultados tanto de proteinas como azucares
reductores mostraron interaccion entre los factores, los
cuales pueden observarse en la tabla.

También puede apreciarse una marcada diferencia
en el contenido de proteinas y carbohidratos reductores,
en ambos extractos, tanto en el grano molido como en la
torta desgrasada, corroborandose asi la fuerte presencia
de estos en el analisis cualitativo. Ademas, este resulta-
do puede ser una de las causas del comportamiento dife-
renciado que se presenta entre ambas variantes de soya
sobre el crecimiento de Bradyrhizobium, a favor del grano
molido, pues ambos compuestos son considerados im-
portantes quimioatrayentes (4, 5). Por otra parte, se con-
firma que estos compuestos se extraen mejor en agua
que en etanol.

Algunos autores (4) demostraron la posibilidad de
emplear la torta de soya como componente del medio de
cultivo para Bradyrhizobium y posteriormente (resultados
no publicados) trabajos realizados con el grano molido
revelaron de igual forma una influencia positiva sobre la
dindmica de crecimiento celular de estas bacterias. Am-
bos derivados, por ende, garantizan algunos de los com-
puestos nutricionales de este microorganismo, lo que se
explica ahora con los resultados de este trabajo.

Con este estudio se demostro, desde el punto de
vista cualitativo y cuantitativo, que la mayor expresion de
genes y la consecuente produccion de factores de
nodulacion del grano molido respecto a la torta
desgrasada, pudiera ser debido a la diferencia en cuanto
a la presencia de los compuestos relacionados con la
simbiosis, como son los flavonoides, aminoacidos y azu-
cares.
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