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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue determinar las condiciones adecuadas de extraccion
alcalina (pH, relacion soluto/solvente y tiempo de proceso) para la obtencién de aislado
proteico de torta de sacha Inchi (APSI) por precipitacion isoeléctrica, caracterizacion y
propiedades funcionales. Las variables estudiadas para la extraccion proteica fueron: el
tiempo de agitacion magnética (20, 25, 30, 35 y 40 minutos), relacion soluto/solvente
(8/60, 7/60, 6/60, 5/60 y 4/60 g/mL) y pH (8, 9, 10, 11 y 12). El aislado proteico de sacha
inchi (APSI) fue obtenido a partir de torta de Sacha Inchi, proveniente del prensado en
frio y peletizado adquirida de la empresa Shanantina S.A.C., ubicada en la provincia de
Lamas, departamento de San Martin. El aislado proteico se obtuvo mediante la
metodologia de precipitacion isoeléctrica de las proteinas con algunas modificaciones. El
contenido de proteina en la torta de sacha inchi fue de 54.15%, del aislado proteico
alcanzo 84.04%. Los parametros optimos fueron 30 minutos de tiempo de agitacion, 6/60
relacion soluto/solvente y pH 12. Las propiedades funcionales del APSI, alcanzaron
valores de 84.4% de solubilidad, capacidad emulsificante (CE) 53.32%, capacidad de
retencion de agua (CRA) de 4.7 g agua/g APSI, capacidad de absorcion de aceite (CAA)
fue de 267.12%, la capacidad de formacion de espumas alcanzé el punto mas bajo en el
pH 8 (49%), estabilidad de espuma (EE) a un pH 8 fue de 30%, finalmente la

concentracion minima de gelificacion alcanz6 13%.

Palabras Clave: precipitacion isoeléctrica, propiedades funcionales, extraccion alcalina.
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Abstract

The objective of the following work was to determine the adequate conditions of alkaline
extraction (pH, solute / solvent ratio and time of process) to obtain protein isolate from
sacha inchi cake (APSI) by isoelectric precipitation, characterization and functional
properties. The variables studied for protein extraction were: the magnetic stirring time
(20, 25, 30, 35 and 40 minutes), solute / solvent ratio (8/60, 7/60, 6/60, 5/60 and 4 / 60 g /
mL) and pH (8, 9, 10, 11, and 12). The sacha inchi protein isolate (APSI) was obtained
from Sacha Inchi cake, obtained by cold pressing and pelleting acquired from Shanantina
S.A.C., located in the province of Lamas, department of San Martin. The protein isolate
was obtained by isoelectric precipitation of the proteins with some modifications. The
protein content in the sacha inchi cake was 54.15%, the protein isolate reached 84.04%.
The optimal parameters reached were 30 minutes of magnetic stirring time, 6/60 solute /
solvent ratio and pH 12. The functional properties of the APSI, reached 84.4% solubility,
emulsifying capacity (CE) 53.32%, water holding capacity (CRA) of 4.7 g water / g
APSI, oil absorption capacity (AAC) was 267.12%, capacity Foam formation reached the
lowest point at pH 8 (49%), foam stability (EE) at pH 8 (30%), finally at the minimum

concentration of gelation reached 13%.

Keywords: isoelectric precipitation, functional properties, alkaline extraction.




Introduccion

Las proteinas desempefian un papel esencial en la alimentacion humana por su aporte de
aminodcidos a la dieta y por sus propiedades funcionales, las que confieren caracteristicas
especificas en los alimentos. Por la escasez de leguminosas y oleaginosas ricas en
proteinas de calidad se ha visto la necesidad de suministros alternativos a partir de
proteinas animales como componentes funcionales y bioactivos no solo en los alimentos,
sino también en cosméticos y productos farmacéuticos (Zivanovic et al., 2010; Chang et
al., 2014).

En general, las proteinas con mejores propiedades pertenecen a fuentes animales debido a
que cumplen con los requerimientos nutricionales para humanos y presentan
funcionalidades adecuadas pero debido al alto costo de estas, las proteinas vegetales son
el principal componente dietario para gran parte de la poblacién mundial. Asi también, en
los dltimos afios, han aumentado en la poblacién mundial los casos de intolerancia a la
leche y de alergia a productos animales, lo que resulté en un interés por dietas que no

contengan proteinas animales (Salcedo-Chavez et al., 2002).

En la Region San Martin se ha notado desinterés por el estudio del Sacha Inchi, pero
sabiendo que el contenido de proteinas de los granos de Sacha Inchi es de 33% (Arévalo,
1989-1995 y Valles, 1990), se considera necesario un estudio para saber las bondades y

los beneficios que trae esta planta, a nivel experimental.

En tal sentido, esta investigacion pretende establecer las condiciones adecuadas para la
obtencion del aislado proteico del Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.), y de esta manera
contribuir a la investigacién y al uso de estos aislados proteicos en la alimentacion,
ademas de evitar la desnutricion en las personas, siendo de esta manera una alternativa de

suma eficacia para la sociedad y la industria.



» Objetivos

Objetivo General:
- Determinar las condiciones adecuadas de extraccion alcalina (pH, relacion torta:
solvente y tiempo de proceso) para la obtencion de aislado proteico de torta de

sacha inchi por precipitacion isoeléctrica.

Objetivos Especificos:

- Determinar los parametros 6ptimos (pH en el rango de 8 a 12, relacion torta:
solvente en el rango de 4/60 g/mL a 8/60 g/mL y tiempo de extraccion en el
rango de 20 a 40 minutos) para la obtencién del aislado proteico de torta de sacha
inchi obtenido por precipitacion isoeléctrica.

- Realizar la caracterizacion proximal del aislado proteico obtenido.

- Determinar las propiedades funcionales (solubilidad, capacidad de retencion de
agua, absorcién de aceite, capacidad emulsificante, formacién de espumas y

gelificacion) del aislado proteico.



CAPITULO |
REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. El sacha Inchi

El género Plukenetia L. (Euphorbiaceae) esta constituido por 19 especies, de las
cuales 12 se encuentran en el neotropico y las restantes en el viejo mundo. En el PerG se
ha reconocido las especies Plukenetia volubilis, P. brachybotrya, P. polyandenia, P.
loretensis y, mas recientemente, se ha descrito la nueva especie P. huayllabambana.
(Rodriguez et al., 2010 y Bussmann et al., 2009)

La especie mas cultivada en el Peru es P. volubilis, la cual crece entre los 30 a 2110
msnm en los departamentos de Amazonas, Cusco, Junin, Loreto, Pasco, San Martin y
Madre de Dios. Esta especie es muy reconocida por sus semillas con alto contenido de
proteinas, tocoferoles y aceite rico en &cidos grasos omega-3 y omega-6 (Hamaker et al.,
1992 y Fanali 2011). Luego de la extraccion del aceite por medio de solventes o prensado
queda un residuo ("torta™) que es rico en proteinas de alto valor nutricional (Mondragon,
2009).

Figura 1. Fruto de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.), (a), verde; (b) maduro (Proamazonia (s/a)

Segun Valles (1990) el contenido de proteinas del Sacha Inchi es de 33%, y su perfil de
aminodcidos, en algunos aspectos, es mejor que el de las otras semillas oleaginosas. Los
niveles de leucina y lisina son mas bajos que los de la proteina de la soya, aunque igual o
mayor que los niveles de la proteina de mani, semilla de algodén o del girasol. El
contenido de aminoacidos azufrados (metionina + cistina), tirosina, treonina y triptéfano

es mayor que en las otras oleaginosas.
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Reportes de analisis realizados en la Universidad de Cornell (USA) indican que la

almendra de las semillas contiene 48,6 % de aceite y 29,0 % de proteina; ademas se

sefiala que el aceite de sacha inchi contiene un alto contenido de &cidos grasos insaturados

(oleico, linoleico y linolénico) por lo que se le considera como un aceite de bajo

contenido de colesterol (Hazen y Stoewesand, 1980).

El potencial agroindustrial del sacha inchi se presenta en la Figura 2, en la cual se

consideran diversas aplicaciones para el aceite y la torta, que en la forma de harina podria

ser utilizada para la produccion de aislados proteicos; mientras que en la Figura 3 se

presenta el proceso de extraccion de aceite.

Consumo

Almendras del sacha inchi

directo

Industria

Aceite

Torta

Industria alimentaria

Industria Farmacedtica

Industria de jabones

Industria alimentaria

Mantequillas, sulpementos
nutricionales, aceites,
mayonesas
oleamargarinas

Coadyuvantes, capsulas,
suplementos vitaminnicos,
suplementos de AGE,
Antioxidantes, cremas,
pomadas

Jabones (liquidos y
s6lidos)

Figura 2. Potencial agroindustrial del sacha inchi (11AP, 2009)
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Almacenamiento
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Filtrado

Extraccion

de aceite

Figura 3. Proceso de extraccion de aceite sacha inchi (Chirinos et al., 2009)

En la tabla 1, se muestra la composicién proximal en base seca de la semillas y torta

de dos especies de a Sacha Inchi. Comparando el contenido de proteinas en la torta,

la especie de Plukenetia volubilis, es mayor con 59.0% mientras que la Plukenetia

huayllabambana es menor con 46.1% (Ruiz et al., 2013).

Tabla 1

Composicion proximal (base seca) de semillas y torta de dos especies de sacha inchi.

Plukenetia huallabambana

Plukenetia volubilis

Componente  Semillas (Al- Torta  Semillas (AI-RM-  Torta
RM-05) (TRM) 06) (TRM)
Grasa 54.3+1.0 9.7+0.5 49.0£1.0 7.8+0.2
Proteinas 24.5+1.2 46.1+1.1 29.6+0.5 59.0+0.7
Cenizas 3.80.4 6.0£0.1 2.7£0.2 4.8+0.2
Fibra 7.4%0.5 3.3x0.4 6.6x0.7 4.5+0.6
Carbohidratos 10.0+0.7 34.9+0.1 12.1+1.3 23.9+1.7

Fuente. Ruiz et al., (2013)



1.2. Aislados Proteicos
La escasez de proteinas alimenticias es propicia para buscar fuentes no
convencionales de proteinas para su uso como suministros alimenticios que contengan

propiedades funcionales y suplementos nutricionales (Onweluzo et al. 1995).

El sacha Inchi contiene alto contenido de proteinas (27%); siendo rico en aminoacidos
como la cistina, tirosina, treonina y triptéfano (Hamaker et al. 1992) y pueden contener
antinutrientes que es necesario eliminar (Vidal-Valverde et al. 2002); al obtener aislados
proteicos mediante la extraccion alcalina y precipitacion isoeléctrica se logra eliminarlos
(Khalid et al. 2003). Por otro lado, las proteinas de estas semillas deben poseer
propiedades tecno-funcionales necesarias para su utilizacion con éxito en la industria

alimentaria (Aremu et al. 2007).

Un aislado proteico es un material caracterizado por contener al menos el 90% de
proteinas. Si se considera que las materias primas, a partir de las cuales se obtiene un
aislado proteico, contienen una proporcion mucho menor al 90% de proteinas, entonces el
proceso de produccion de un aislado proteinico consiste basicamente en una
concentracion y/o purificacion de la proteina de la fuente hasta lograr un valor del 90%
(Ulloa et al., 2012).

Los aislados proteicos pueden ser utilizados en la elaboracién de diferentes productos en
la industria alimentaria, tales como productos horneados, en la elaboracion de bebidas
para deportistas, de embutidos, para la preparacion de alimentos para bebés, por
mencionar algunos. Las proteinas se usan como aditivos en suplementos nutricionales
para mejorar el perfil de aminoacidos e incrementar el contenido de proteinas, pero
también para aportar beneficios funcionales como emulsificacion, estabilizacion e
incremento de viscosidad, mejoramiento de la apariencia, del gusto, la textura y la

absorcién de agua o aceite (Giese, 1994).

En este sentido, el estudio de las propiedades funcionales es muy importante para
determinar los usos que pueden darse a las proteinas y aislados proteicos en la industria
alimentaria. Béasicamente, las propiedades funcionales son aquellas propiedades no
nutricionales que son capaces de impartir una caracteristica tecnoldgica especifica
deseable a un producto dado (Cheftel et al., 1989).



1.3. Usosy aplicaciones de los aislados proteicos

Actualmente los aislados proteicos mas extendidos son los de soja, ya que ofrecen
ventajas economicas, nutricionales y funcionales manteniendo las cualidades sensoriales
deseables necesarias para la aceptacion del consumidor (Wagner et al., 1990, Nagano et
al., 1996).

Hoy en dia existen una gran variedad de aislados de soja disponibles comercialmente,
disefiados para proporcionar las caracteristicas deseables segun el alimento que se trate.
La mayoria de las aplicaciones tienen lugar en alimentos tradicionales que ya tienen
establecidos una serie de pardmetros de utilizacion de calidad. Para tener éxito en estos
productos los aislados deben mantener esa calidad. Esto quiere decir igual o similar color,
sabor, aroma, textura y composicion quimica y nutricional, estos requerimientos exigidos
por el consumidor, determinan el grado de sustitucién proteica. Por Gltimo las proteinas
pueden ser modificadas quimicamente, como por ejemplo mediante acilacion para
mejorar determinadas propiedades como la solubilidad (Wanasundara et al., 1997) o
mediante desamidacion &cida para mejorar otras propiedades funcionales (Mimouuni y et
al., 1994).

1.4. Bases teéricas

1.4.1. Obtencion de productos proteicos

La obtencion de productos enriquecidos en proteinas, concentrados o aislados, a
partir de harina desgrasada tiene como objetivo principal la eliminacion lo maés
completa y selectiva posible de los compuestos no proteicos presentes en ella (Vioque
etal., 2001).

Generalmente, estos procesos se basan en las diferencias en solubilidad que presentan
las proteinas en funcién del pH del medio. Un perfil tipico de solubilidad proteica en
agua en funcién del pH se muestra en la Figura 4. Puede observarse que la solubilidad

es maxima a valores de pH muy acidos (pH=2-3) o muy alcalinos (pH=9-11).

En dichas zonas, las proteinas poseen carga neta positiva o negativa, respectivamente;
y las fuerzas repulsivas son la causa del incremento en su solubilidad. También es

posible observar un minimo de solubilidad en las cercanias del pH isoeléctrico (pl)
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(pH=4-5), en donde la carga neta de la proteina es cero, por lo que disminuye la

repulsion electrostatica lo que promueve la agregacion (Salgado, 2009).

En la figura 4 se observa el perfil tipico de solubilidad proteica en agua en funcién del

100
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70 -}
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30 - @.
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10 -

Solubilidad (%)
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pH

8 9 10 11 12

13 14

Figura 4. Perfil tipico de solubilidad proteica en agua en funcién del pH del medio (Salgado, 2009)

pH del medio (Salgado, 2009)

1.4.2. Propiedades funcionales de las Proteinas

Las propiedades funcionales han sido definidas como cualquier propiedad

fisicoquimica de las proteinas, que afecta el comportamiento y caracteristicas de los

alimentos en los cuales se encuentran 0 son agregadas y que contribuye a la calidad

final del producto. Estas caracteristicas pueden ser sensoriales, nutricias y bioquimicas.

La aplicacion practica que una proteina puede tener depende en gran medida de esa

funcionalidad, ya que dependiendo de ella se pueden emplear en diversos tipos de

productos y a la vez juega un papel importante en la aceptacién por parte del

consumidor. Pueden agruparse en tres grupos (Fennema, 1996; Damodaran, 1997):

- Propiedades de hidratacion, que dependen principalmente de la interaccién

proteina-agua y son aquellas como la sorcion de agua, absorcién y retencion de

agua, solubilidad, dispersabilidad y viscosidad.



Propiedades que dependen de la interaccion proteina-proteina y son aquellas
como la gelificacion, coagulacion, elasticidad, cohesividad, dureza y adhesividad.
Propiedades de superficie, que dependen de la interaccién de la proteina con dos
fases inmiscibles: agua / aceite, agua / aire que son la emulsificacion, espumado,
formacion de pelicula lipoproteinica, capaz de enlazar lipidos.

La solubilidad de la proteina se define termodindmicamente como la
concentracion de proteina en el disolvente en estado de equilibrio en un sistema
de una o dos fases, a una temperatura y presion dadas. Para que esto ocurra se
requiere de un estado inicial sélido bien definido y un estado de solucion final.

La emulsién es definida como la dispersion o suspension de dos liquidos
inmiscibles, en la cual intervienen fuerzas de atraccion, fuerzas de repulsion,
fuerzas "estéricas" y fuerzas de agotamiento.

La espuma se define como un sistema coloidal bifasico donde las burbujas de gas
(aire o CO») constituyen la fase dispersa gaseosa que esta rodeada de una fase
continua de liquido. En este esquema hay dos distintas fases, la efectividad de la
encapsulacion del gas (capacidad espumante) y la vida media de duracion de la
espuma (estabilidad de la espuma).

La capacidad de absorcion de agua indica la aptitud a embeber agua en su
estructura en forma espontanea, cuando se le pone en contacto con agua a traves
de una superficie que se mantiene hiimeda o por inmersion.

La capacidad de retencion de agua es la aptitud de un material hidratado a retener
agua frente a la accion de una fuerza externa de gravedad centrifuga o de
compresion y comprende la suma del agua enlazada, agua hidrodindmica y agua
fisicamente atrapada, siendo ésta la que contribuye en mayor proporcion que las
otras dos.

La viscosidad puede ser definida como la resistencia al flujo que una capa de un
material presenta al deslizarse sobre otra, su comportamiento puede ser descrito
segun la ley de newton o no (newtoniano 0 no newtoniano) y generalmente las
proteinas se comportan como fluidos newtonianos solamente en bajas
concentraciones, siendo el caso mas comun el comportamiento pseudoplastico.

La gelificacion es la formacion de una red tridimensional que embebe al
disolvente y lo inmoviliza, exhibiendo propiedades microestructurales y

mecanicas muy diversas y esta red se forma a través de enlaces covalentes y no
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covalentes. El gel se considera como una fase intermedia entre un sélido y un
liquido (Fennema, 1996; Damodaran, 1997):

1.4.3. Métodos de concentracion de proteinas.
Segln Scopes (1993), existen los siguientes métodos de concentracion de

proteinas:

1.4.3.1. Extraccion alcalina/precipitacion isoeléctrica

Este proceso se realiza a través de la extraccion alcalina seguido de una
precipitacion isoeléctrica, método en el que se aprovecha la solubilidad de las

proteinas la cual es alta a pH alcalinos y baja valores cercanos al punto isoeléctrico.

Generalmente, las semillas son descascaradas, pulverizadas y de la harina se elimina
la grasa en forma de aceite. Posteriormente, se dispersa en agua ajustando a pH
alcalinos (8-11), para mover la solubilizacion de las proteinas y separarlas del resto

de los compuestos no solubles.

La dispersién es mezclada por un tiempo de 30 a 180 min y enseguida filtrada para
remover el material insoluble y ajustar al pl, en este punto la carga neta de la proteina
es cero, las repulsiones electrostaticas son minimas y como consecuencia se obtienen
agregados debido a la presencia de las interacciones hidrofébicas. La solubilidad de
las proteinas cambia de acuerdo a las caracteristicas del disolvente (agua),

ocasionando la precipitacién de las proteinas.

El mecanismo empleado para explicar este fendmeno ocurre en cuatro pasos:

Primero, se altera la solucion proteica por la adicion de un agente precipitante.

Segundo, aparece la fase solida como pequefas particulas (primarias) esféricas de
proteina solida.

- Tercero, las particulas primarias forman agregados (flocs).

- Finalmente, el tamafio de los agregados es afectado por el desorden

hidrodindmico, que genera particulas suaves y uniformes.
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En la figura 05 se observa el diagrama de flujo del aislado de proteina (Scopes, 1993).

Dispersion
Torta molida 180um

) ,J' ) Bajo agitacion
Extraccion Alcalina magnetica: 20,
pH 8,9, 10,11 y 12 con NaOH 2N 25,30, 35 y 40

min

v

Centrifugar
4000 rpm, 10 min

\ 4

Precipitacion Isoelectrica
pH 4.5 con HCI 2N

\ 4

Centrifugar
6000 rpm, 10 min

\ 4

Precipitado
Anélisis por el método
l Biuret.
Analisis de Is
Secacio aEstufa propiedades funcionales.
80°C, 6 hr. - Formacion de Aceite
[ - Capacidad de absorcion
l y retencion de agua.

. . - Retencion de agua
Aislado proteico 9

Figura 5. Diagrama de flujo general del aislado proteico (Scopes, 1993)

1.4.3.2. Extraccion acida

El principio de la extraccion &cida es similar a la alcalina excepto que la
extraccion inicial se realiza en condiciones acidas (pH <4) estos valores de pH se
usan para solubilizar proteinas antes de la precipitacion isoeléctrica, crio-
precipitacion o separacion por membranas (Boye et al., 2010).
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1.4.3.3. Extraccion con sales (micelizacion)

Este proceso, involucra la precipitacién de las proteinas con una solucién
acida diluida y posteriormente la recuperacion se realiza por centrifugacion o

filtracién seguido de un secado (Boye et al., 2010).

1.4.3.4. Ultrafiltracion

El uso de membranas promueve la separacion de moléculas en solucion; en
este proceso el sobrenadante obtenido después de la extraccion alcalina sujeto a
ultrafiltracion o ultrafiltracion/diafiltracion para concentrar las proteinas; los
compuestos comunmente retenidos son las particulas coloidales, biomoléculas,
polimeros y algunos azlcares (Cassini et al., 2010). La principal ventaja de este
método es la recuperacidn tanto de las proteinas solubles como insolubles (Vioque et
al., 2001).

1.4.4. Obtencion de aislados proteicos.
La metodologia tradicional de extraccion alcalina y precipitacion isoeléctrica es

la elegida por diversos autores para la obtencion de aislados proteicos de amaranto
(Paredes-L.6pez et al., 1988; Martinez y Afdn, 1996; Salcedo-Chavez et al., 2002).
Se extrajeron aislados mediante precipitacion isoeléctrica de las proteinas (Rodriguez-
Ambriz et al., 2005) con algunas modificaciones, teniendo en cuenta que es el método

mas usado en la extraccion y aislamiento de proteinas.

El proceso consistié en suspender una cantidad de harina desgrasada de Lupinus en 10
porciones de agua (p/v), se ajustd el pH a 9 con NaOH 0,1N. Se agité a 700 rpm a
temperatura ambiente durante 30 min, luego se centrifugé a 5000 rpm por 15 min en
una centrifuga Beckman Coulter modelo J2-MC. Después el sobrenadante se filtr6 en
papel Watman No. 1y el retenido se elimind. Posteriormente, el sobrenadante se enfrid
a 4°C y se ajusto al punto isoeléctrico (pl), el cual se determing a través de la medicion
de pH de la muestra de cada especie al que ocurrié la maxima precipitacion de
proteinas después de la adicion de HCI 0,1N (Pedroche et al., 2004). Enseguida se
centrifugd (10000 rpm, 10 min, 4°C) y el aislado formado se congel6 a -35 °C en un
ultracongelador Revco modelo ULT.1340-3a e inmediatamente se liofilizd
(Liofilizadora Labconco, Vacio 3,0 Pa, -35 °C) (Porras, 2010).
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Segun Paredes-L6pez et al., (1998) el mayor rendimiento posible para la produccion
de aislados proteicos de amaranto (A. hyponchondriacus) se obtiene cuando se emplea

pH 11,0 para la extraccion y pH entre 4,5y 5,0 para la precipitacion.

Salcedo-Chavez et al., (2002) optimizaron el proceso de precipitacion isoeléctrica
para la produccién de aislados proteicos de Amaranthus cruentus empleando diferentes
valores de pH de extraccion y precipitacion y analizando los aislados resultantes en
cuanto a su contenido proteico, temperatura y entalpia de desnaturalizacion, asi como

un indice de color como criterios de optimizacion.

1.5. Desarrollo de otras investigaciones

Fasanando et al., (2010) en la investigacion Obtencién y Caracterizacion de un
Aislado Proteico a partir de Torta Desengrasada de Pifion Blanco (Jatropha curcas L.)
determind el efecto de las variables relacién torta/solucion extractora (1/5, 1/10 y 1/15),
pH (9, 10 y 11) y tiempo de proceso (30, 60 y 90 minutos) sobre el rendimiento de
extraccion de las proteinas presentes en la torta desengrasada de pifion blanco, se
realizaron ensayos a nivel laboratorio empleando un disefio compuesto central, siendo los
resultados analizados empleando metodologia de superficie de respuesta. La torta
utilizada, desengrasada por el método Soxhlet, fue suspendida en solucion de hidroxido
de sodio con la finalidad de extraer las proteinas. La concentracion de proteinas se
determind mediante el método de Biuret con lectura en espectrofotometro a 545 nm. La
proteina, precipitada con acido clorhidrico fue lavada con agua destilada y finalmente
secada. El secado del aislado proteico se llevd a cabo en estufa, a 80°C, durante 6 horas.
Los resultados indicaron que los parametros: relacion torta/solucion extractora de 1/5, pH
10 y tiempo de 30 minutos, fueron los mas adecuados para alcanzar un buen rendimiento.
Los analisis realizados a los aislados proteicos obtenidos con estos parametros,
presentaron resultados similares a los reportados en otros estudios realizados con

diferentes materias primas vegetales.

Mercado et al., (2015) obtuvieron un aislado proteico de torta de sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.) y evaluaron sus propiedades tecno-funcionales. El aislado proteico de sacha
inchi (APSI) fue obtenido usando el método de extraccion alcalina y precipitacion
isoeléctrica. Las variables estudiadas para la extraccion proteica fueron: harina

desgrasada/solvente, pH, temperatura y tiempo. Los valores de las variables con los que
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se obtuvo una maxima solubilizacion fueron: 1:30, 11, 50°C y 60 min, respectivamente.
Las proteinas solubles fueron precipitadas en su punto isoeléctrico (pH 6), lavadas,
ajustadas a pH 7 y secadas por atomizacion. Las propiedades tecno-funcionales del APSI
que manifestaron valores mas elevadas respecto al aislado proteico de soya (APS) fueron:
Solubilidad (maxima a 99,4% a pH 11 y minima a 18,7% a pH 6), Capacidad de
Absorcion de Aceite (1,39 g aceite/g aislado proteico), Capacidad de Formacion de
Espuma (55% a 1% concentracién de aislado proteico y pH 8) y la Estabilidad de Espuma
(33,7% a 1% de concentraciéon de aislado proteico a pH 8 y 120 min), capacidad de
Emulsificacion (59,1%). Las propiedades tecno-funcionales con valores bajos fueron:
Capacidad de Retencion de Agua (1,84 g agua/g aislado proteico) y Capacidad de
Gelificacion (15%).

Vioque et al., (2001) en su investigacion de obtencién y caracterizacion de aislados
proteicos de colza disefiaron un proceso de obtencion de aislados proteicos a partir de
harina de colza desengrasada. EI método incluy6 la extraccion basica de las proteinas
solubles seguido de una precipitacion acida en el punto isoeléctrico. El precipitado es
lavado con agua (pH 4.5), etanol y acetona, obteniéndose un aislado proteico con un 86%
de proteina y reduciéndose el contenido en polifenoles y azucares solubles en mas de un
90% respecto a la harina desengrasada. El aislado final presenté unas caracteristicas
fisicoquimicas que lo hacen atractivo para su uso en alimentacion y obtencion de

hidrolizados proteicos.

Martinez et al., (2011) en el estudio fisicoquimico funcional de los aislados proteicos en
semillas de maracuya (Passiflora edulis f), determinaron las propiedades funcionales de
la harina y aislados proteicos de semillas de maracuya. Los aislados proteicos fueron
obtenidos de la harina desengrasada por solubilizacion alcalina a diferentes
concentraciones de NaCl seguidas de precipitacion isoeléctrica, con un contenido proteico
cercano al 90 %. Se evaluaron las distintas propiedades funcionales como; capacidad de
retencion de agua (CRA), absorcion de grasa (CRL), capacidad de hinchamiento (CH),
densidad aparente (DA), actividades emulsificantes (AE) en el rango de pH 2-10 y
capacidad espumante (CE). El incremento de la concentracion de NaCl contribuye a
exponer mas grupos hidroéfilos en la superficie, lo que explica la alta CRA 'y baja CRL, las
propiedades de emulsion fueron dependientes del pH y concentracién de NaCl. Una alta
capacidad espumante y estabilidad de la espuma formada fue observada para los aislados

obtenidos.



CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

2.1. Lugar de ejecucion
El trabajo de investigacion se realiz6 en los laboratorios de: Investigacion, Control
de Calidad e Ingenieria y Disefio de la Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la

UNSM-T, Ciudad Universitaria, Morales, Provincia y Region San Martin.

2.2. Materia Prima

La torta de Sacha Inchi, del ecotipo Apangurayacu, obtenida mediante extraccion
del aceite por prensado en frio y peletizada fue adquirida de la empresa Shanantina
S.A.C., ubicada en la provincia de Lamas, region de San Martin.

2.3. Materiales, equipos y reactivos

2.3.1. Materiales
e Set de Tamizadores ASTM

e Vasos de Precipitado.

e Placas de Petri de 60 mm de diametro.

e Pipetas de 100-1000 pL (Marca BOECO Modelo SP)
e Pipeta Transferpette de 0,5 — 5 ml (Marca BRAND)

e Fiolas

e  Probetas.

e  Campanas de vidrio.

2.3.2.  EqQuipos
e Centrifuga (Marca BOECO Modelo C-28A)

e Molino de discos (Marca Qingdao Dahua Modelo FFC-23)

e Agitador magnético (Marca CAT Modelo M5)

e Estufay Secador convectivo (Marca POL-EKO Modelo SLW115STD)

e Balanza Analitica de precisién (Marca AND Modelo GH-200)

e Potenciémetro (Marca Metrohm Modelo 827 pH lab)

e Bafio Maria con Agitador (Marca MEMMERT)

e Espectrofotometro UV-VIS (Marca THERMO SPECTRONIC Modelo GENESIS 6)
e Liofilizador (Marca LABCONCO Modelo FreeZone 6 Plus)
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2.3.3. Reactivos
e Eter de Petrdleo (Marca Spetrum CAS 8032-32-4)
e Hidrdxido de Sodio (Marca MERCK MILLIPORE CAS 1310-73-2)
e Acido Clorhidrico (CAS 7467-01-0)
e Albdmina de suero bovino (BSA) (Himidia - Laboratories).
e Hidrdxido de sodio (Merck).
e Silica Gel Indicador Azul 6-16 mesh (Marca SPECTRUM CAS 1393-98-2)
e Dodecil Sulfato de Sodio

2.4. Métodos de analisis

2.4.1. Analisis proximal para la Tortay el Aislado Proteico de Sancha Inchi.
e Determinacion de ceniza (A.O.A.C. 923.03 — 1998).
o Determinacién de fibra (A.0.A.C. 962.09 — 1998).
e Determinacion de grasa (A.O.A.C. 920.39 — 1998).
e Determinacién de humedad (A.O.A.C. 935.29 — 1998).
e Determinacion de proteina (A.O.A.C. 991.20 — 1998).

e Determinacién de carbohidratos (por diferencia).

2.5. Metodologia experimental

2.5.1. Preparacion de la muestra

Se utiliz6 la metodologia descrita por Fasanando (2012). La materia prima ya
desengrasada por extraccion en frio a 60°C y peletizada se tritur6 en un molino de
martillo, luego se tamizd la torta hasta un tamafio de particula de 180 um (Anexo E), la
harina permanecio en un desecador hasta su uso. Una vez obtenida la harina de torta de
sacha inchi se realiz6 el proceso de caracterizacion de la torta (grasas, humedad, fibra,

ceniza).

2.5.2. Obtencion del Aislado Proteico de Sacha Inchi

Se utilizd6 el método descrito por Fasanando (2012) con algunas
modificaciones. El proceso consistio en suspender 30 gr. de harina desengrasada de
sacha inchi en una porcion de agua, manteniendo las relaciones peso de torta/volumen
de agua en los valores: 8/60, 7/60, 6/60, 5/60 y 4/60(p/v), se ajustd el pH a 8, 9, 10, 11
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y 12 con NaOH 2N, bajo agitacion a tiempos diferentes 20, 25, 30, 35 y 40 min. Se
coloco en una centrifuga a 6000 rpm por 10 min para eliminar algunas particulas
groseras, (Anexo F). Posteriormente, el sobrenadante se enfrié a 4°C y se ajusto al
punto isoeléctrico (pl), el cual se tuvo que determinar a través de la medicion de pH de
la muestra después de la adicion de HCI 2N. Se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 20 min, luego se centrifugé a 6000 RPM por 10 min. La concentracion de
proteinas se determind mediante el método de Biuret con lectura en espectrofotometro
a 545 nm (Porras, 2010). La proteina, precipitada con acido clorhidrico, fue lavada
con agua destilada y finalmente secada por liofilizacién (Presién 5 Pa, temperatura

colector a 82°C y durante 14 horas).

Dispersion
Torta de Sacha Inchi
30 gr.

e - - Bajo agitacion
Extraccion Alcalina magnetica: 20,
pH 8, 9, 10,11 Yy 12 con NaOH 2N 25, 30’ 35 y 40

min

v

Centrifugar
6000 rpm, 10 min

A 4

Precipitacion Isoelectrica
pH 4.5 con HCI 2N

\ 4

Centrifugar
6000 rpm, 10 min

\ 4

Precipitado

Anadlisis por el método
l Biuret.
— Analisis de Is
Secado por Liofilizacion propiedades funcionales.
5Pa, tem. colector 82°C , 14 hr - Formacion de Aceite
- Capacidad de absorcion

l y retencion de agua.

- Retencién de agua

Aislado proteico

Figura 6. Diagrama de flujo del proceso experimental para la obtencién del aislado proteico
de torta de sacha inchi desengrasada.
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2.5.3. Caracterizacion del producto Obtenido

2.5.3.1. Solubilidad en agua

Se analizé la solubilidad del aislado proteico de Sacha Inchi (APSI) en el
pH donde se concentrd la mayor cantidad de proteina, se prepar6 una dispersion al
0.1% de APSI en agua destilada, agitacion continta durante treinta minutos.
Después se procedio a centrifugar (6000 rpm, 10min) (Ogunwolu et al., 2009).

Se midio el pH de la suspension obtenida y se mantuvo con agitacién constante por
un periodo de una hora. Se agregé NaOH (2N) o HCI (2N) para ajustar el pH hasta
un valor deseado, se registrd el volumen de solucién agregado, se mantuvo con
agitacion durante treinta minutos y se verificd el pH. Se extrajo un volumen de
dispersion que fue registrado. La dispersion se centrifugé a 6000 RPM durante 15
minutos. Enseguida, la muestra inicial se diluyd en concentraciones conocidas y
eliminar fue llevado a lectura en el espectrofotometro a 545 nm., con reactivo de
Biuret (Fasanando, 2012).

El porcentaje de solubilidad del aislado se determind con la ecuacion:

. Proteina en el sobrenadante
solubilidad = - ——x100
Contenido total de proteina

2.5.3.2. Capacidad de Retencion de Agua (WHC) y Aceite (CAO)

Para determinar la capacidad de absorcion, se pesaron 0.5 g de APSI y se
mezclaron con 5 mL de agua destilada o aceite de girasol extra virgen
respectivamente en un tubo para dispersién proteica, se centrifugandose de 2000
RPM por 25 minutos (Rodriguez-Ambriz et al., 2005). Posteriormente el
sobrenadante se retird y se midio, el liquido retenido se expresé6 como mL de agua o

aceite absorbidos por gramo de aislado proteico (Ogunwolu, et al., 2009).

mlL de agua absorbidos
CAW =

g de aislado de proteina

mL de aceite absorbidos
CAO = , .
g de aislado de proteina




19

2.5.3.3. Propiedades de Emulsion

El indice de actividad de emulsion (IAE) se establecié usando el método
empleado por Zheng et al., (2008) con algunas modificaciones. Se mezclaron 10
mg de APSI con 10 mL de agua destilada, a esta dispersion se le adicion6 3.33 mL
de aceite de girasol extra virgen y el pH se ajustd en un intervalo de 2 a 10.
Posteriormente la mezcla se homogeniz6 en un mezclador Thermolyne Corporation
modelo M16715 a velocidad maxima durante 1 min. De la emulsion formada se
tomo una alicuota de 50 pyL y se mezcldé con 5 mL de una solucion de Dodecil
Sulfato de Sodio al 0.1%. La absorbancia de la dilucion se midié a 500 nm en
espectrofotdbmetro Perkin Elmer Lamda XLS. Para calcular el IAE se resolvié la

siguiente Ecuacion.

AR m?  2x2.303x Apx DF
(g)_ cx@Px1—-26

Donde:

A, = Absorcion al minuto cero

DF = Factor de dilucion (100)

¢ = Concentracion inicial de proteina (0.1 g/100 mL),
@ = Trayectoria Optica (0.01 m)

1 = Fraccion total de la mezcla.

6 = Fraccion de aceite residual usada para formar la emulsion (0.25).

Para determinar el indice de estabilidad de emulsion (IEE) se midid la absorbancia a
500 nm después de 10 min de reposo, para calcularlo se empled la siguiente

ecuacion.

Ao

—x10
Ag — Aqg

[EE (min) =

Donde A, es la absorbancia al minuto cero y A;, es la absorbancia al minuto 10
(Zheng et al., 2008).
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2.5.3.4. Capacidad de Formacion de Espuma (CFE) y Estabilidad de Espuma
(EE).

Estas propiedades se evaluaron en dispersiones de 50 mL de agua destilada
con 1% p/v de APSI, se ajustaron a pH 8, 9, 10,11y 12 y se homogenizaron con un
agitador Osterizer durante 1 min, con la capacidad de formacién de espuma (FE), se
calculd el porcentaje de volumen de la dispersion sobre el mezclado (Ecuacién FE)
(Chew et al., 2003). Para determinar el indice de estabilidad de espuma (EE), se
mantuvo en reposo la espuma y se midié el volumen después de 30 min (Ecuacion
EE) (Khattab et al., 2009).

(VDH - VAH)ml

(VDR - VAH)ml

EE (%) - VAH ml

Donde
Vpy = Volumen después del homogenizado
V4y = Volumen antes del homogenizado

Vpr = Volumen después del reposo.

2.5.3.5. Concentracion Minima de Gelificacion (CMG)

Fue realizado a dispersiones de aislado al 5%, 7.5%, 9.0%, 10.0%, 11.0% y
12.50%) en 5 mL de regulador de fosfato pH 7.6. Cada uno de los tubos que
contenian las dispersiones fue mantenido por una hora en bafio maria (94°C), en
seguida se enfriaron a 4°C y después se conservaron por dos horas en refrigeracion.
La Concentracion Minima de Gelificacion (CMG) corresponde a aquella utilizada
que no resbala por la pared del tubo (Rodriguez — Ambriz et al., 2005).

Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio experimental rotable con punto central con tres variables

(tiempo de agitacion magnética, relacion soluto/solvente y pH) a tres niveles

23(2x2x2), con dos puntos axiales por 3 variables o factores(3x2), con seis repeticiones

en el punto central. Los tratamientos del estudio y la matriz de experimentos se presentan

en las Tablas 2 y 3. Los analisis e interpretacion de los datos de los tratamientos
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experimentales se determinaron con el ANOVA a un nivel de significancia de 5%. Los

datos se analizaron mediante el programa estadistico Statistica V 10.

El factor de conversion utilizado tanto para la harina de sacha inchi como para el aislado
proteico fue 6.25 (Schmidt-Hebbel, 1992).

En la Tabla 2, muestra el disefio central compuesto con las 20 combinaciones de las tres

variables independientes con 3 niveles (-1, 0, +1) y puntos axiales -a y +a.

Tabla 2
Factores y dominio experimental del estudio
Factores Dominio Experimental
-0, -1 0 1 a
X1: Tiempo de 20 25 30 35 40
Agitacién Magnética
X2: relacion 4/60 5/60 6/60 7/60 8/60
soluto/solvente
X3: pH 8 9 10 11 12

Tabla 3
Disefio experimental rotable con punto central con tres variables.

Punto de disefio X1 X2 X3 Respuesta
1 25(-1) 7/60(1) 9(-1) (Y1)
2 35(1) 7/60(1) 9(-1) (Y2)
3 25(-1) 5/60(-1) 9(-1) (Y3)
4 35(1) 5/60(-1) 9(-1) (Yd)
5 25(-1) 7/60(1) 11(2) (Y5)
6 35(1) 7/60(1) 11(2) (Y6)
7 25(-1) 5/60(-1) 11(2) Y7
8 35(1) 5/60(-1) 11(1) (Y8)
9 20(-) 6/60(0) 10(0) (Y9)

10 40(a) 6/60 (0) 10(0) (Y10)
11 30(0) 8/60 () 10(0) (Y11)
12 30(0) 4/60 (-o) 10(0) (Y12)
13 30(0) 6/60(0) 8(-a) (Y13)
14 30(0) 6/60(0) 12(ar) (Y14)
15 30(0) 6/60(0) 10(0) (Y15)
16 30(0) 6/60(0) 10(0) (Y16)
17 30(0) 6/60(0) 10(0) (Y17)
18 30(0) 6/60(0) 10(0) (Y18)
19 30(0) 6/60(0) 10(0) (Y19)
20 30(0) 6/60(0) 10(0) (Y20) X1=

tiempo (min); X2= relacion soluto/solvente; X3= pH
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Las interacciones entre los diferentes factores, y su efecto sobre el rendimiento de aislado
proteico, fueron evaluadas mediante Analisis de varianza, ademas se realizé el analisis

quimico comparativo entre el aislado proteico y la semilla del sacha inchi.



CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Composicion quimica de la torta y Aislado Proteico de Sacha Inchi (APSI)

El contenido de proteina en la torta de Sacha Inchi utilizada fue de 54.15% vy el
contenido de lipidos fue de 6.35%. Rawdkuen et al., (2016) reportaron que el contenido
de proteina en la torta de sacha inchi es del 62.07%, siendo este valor superior a lo
indicado por los autores Gonzalez (2016), que trabajé con el ecotipo Apangurayacu al igual que
en este trabajo, y Mercado et al., (2015) que utilizaron el ecotipo Pinto Recodo. Se observa en la
Tabla 4, que no hay diferencia significativa en composicién quimica con lo reportado por
Gonzélez (2016). Mercado et al., (2015) encontré que el contenido lipidico es de
18.22+0.09%, siendo mayor que el valor determinado en este trabajo. Debido al bajo
contenido de grasa en la torta de sacha inchi, ademas de evitar tratamientos que puedan
afectar las propiedades funcionales de las proteinas, se procedié a obviar la etapa de
desengrasado empleando solventes organicos y efectuar directamente la extraccion de

proteinas con NaOH 2N.

Tabla 4

Composicién quimica de la torta de sacha inchi

Componente Datos Gonzélez Mercado et
experimentales 2016 al., 2015

Humedad 8.89+0.05 9,51+0,19 12.36+0.03

Proteina 54.15+0.31 53,92+0,76 47.09+0.45

Grasa 6.35+0.42 5,59+0,42 18.22+0.09
Ceniza 5.5040.18 4,97+0,01 5.32+0.08

Fibra cruday
Carbohidratos Disponibles 25.11+0.11 26,01+1.95 17.01+0.41

Estos resultados manifiestan que la torta del sacha inchi es una fuente rica en proteinas, y
que su extraccién es un aporte importante en la dieta alimentaria, corroborando lo descrito
por Chirinos et al., (2009). Las condiciones edafoclimaticas reinantes en las zonas donde
se recolectaron las semillas, ademas de las condiciones de almacenamiento y postcosecha
contribuyen a las diferencias reportados en esta investigacion (Pascual y Mejia, 2000;
Gutiérrez et al., 2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S2212429216300323#!
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3.2. Curva patron de proteina

La curva patron de proteina se presenta en la Figura 7. Se observa un buen grado de
ajuste entre los valores experimentales (Anexo A) y la recta generada, lo cual se refleja en
el valor del coeficiente de determinacion (R?), esto corrobora lo indicado por Gémez
(2007), quien menciona que la proporcion de la varianza de la variable “y” es explicada
por su relacion lineal con la variable “x”, y serd 1 cuando la relacion entre las dos
variables sea perfecta (r = +1); presentando la curva patron de este estudio un coeficiente
de determinacion, R?, cercano a la unidad (R? = 0.9852), lo cual indica que los valores

experimentales de concentracién de proteina tendran alta confiabilidad.

10 m  Concentracion de proteina
Linea de concentracién

// y = 0.53408 + 39.14x
5] / R2 = 0.9852

P

e

-

0 T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3

Absorbancia

Concentracion de proteina (mg/ml)

Figura 7. Curva patron de proteina de albimina de suero bovino

3.3. Comportamiento del rendimiento de extraccidn de proteina con respeto al pH.

En la Figura 8, se muestra el comportamiento del rendimiento de extraccion de
proteina solubilizada de la torta de Sacha Inchi (TSI) con respecto al pH e indica que a
medida que aumenta el pH se incrementa el rendimiento de extraccion. Puede verse que a
pH 12 se alcanz6 el maximo rendimiento de 84.04+2.56 y a pH 8 se obtuvo el mas bajo
39.06+1.23, estos datos se pueden corroborar en el Anexo C. Ademas se obtuvo un
rendimiento en peso de 10.8 gramos APSI a partir de 30 gramos de TS (Anexo B), por
ende se optd por utilizar este parametro para la determinacion de las propiedades
funcionales del APSI.
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Cabe indicar que, a pH por encima de 12, la dispersion presentd un olor azufrado y un
aumento de la viscosidad (Anexo G), que se vio disminuida durante la agitacion. Segun
Belitz et al., (2009) esto se debe a la ruptura de los enlaces disulfuro por efecto del pH,
afectando la estructura terciaria de la proteina con el consiguiente incremento de la
viscosidad intrinseca (Damodaran, 2008). EI APSI tuvo un contenido proteico de
84.04%, no habiendo diferencia significativa con los resultados reportados por Gonzalez
et al., (2016) ya que las muestras utilizadas fueron obtenidas de la misma empresa y que
posiblemente proceden de un mismo lote, a diferencia de Mercado et al., (2015) que

empled el ecotipo Pinto Recodo.
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Figura 8. Efecto del pH en el rendimiento de extraccién de proteina de torta de sacha inchi.

Tabla 5
Composicién quimica del aislado proteico de sacha inchi (APSI)
Datos Gonzélez et Mercado et
Componente )
experimentales al., 2016 al., 2015
Humedad 4.50+0.10 6.69+0.31 3.01+0.06
Proteina 84.04+0.54 85.81+0.84  92.15+0.04
Grasa 7.44+0.28 6.30+0,08 0.12+0.02
Ceniza 3.10+0.09 3.17+0,07 2.00+0.05
Fibra cruda y Carbohidratos
0.81+0.46 1.67+0.94 2.72+0.06

Disponibles
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3.4. Determinacién de los parametros 6ptimos para la obtencién del APSI

Los parametros 6ptimos obtenidos por superficie de respuesta nos permiten predecir
los efectos principales y la interaccion de las variables independientes frente al
rendimiento de proteina y lograr alcanzar valores méximos.

El andlisis de varianza (ANVA) de los datos experimentales de rendimiento de proteinas

se muestran en la Tabla 6, el andlisis de varianza muestra que el tiempo (Q) si tiene
significancia estadistica en relacion a la torta/ solvente.

Existen reportes cientificos que muestran la influencia de los pardmetros relacion de
extraccion y pH sobre el tiempo de extraccion (Aquino, 2015).

A ) SERERMIRERY

Figura 9. Comportamiento del rendimiento proteico en relacién soluto/solvente con el tiempo

En la figura 9, se observa que al tiempo de 30 minutos se obtuvieron altos rendimientos

de proteina, mientras que la relacion torta/solvente se encuentra constante a lo largo de la
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extraccion, haciendo que este dltimo factor no tenga impacto significativo en el
rendimiento de proteina.

En la Tabla 6, se presenta el analisis estadistico (ANVA) indicando que el factor tiempo
tiene un efecto significativo (0=0.05) en la solubilizacion de proteinas de Sacha Inchi. La

mayor extraccion de proteinas se obtuvo a los 30 min, dicho resultado se encontré dentro

de lo reportado por Calisaya & Alvarado (2009), Manso (2006) y Gonzales (1999).

AT ERY

Figura 10. Comportamiento del pH y la relacién soluto/solvente en el rendimiento de extraccion del APSI.

En la figura 10, se observa que a partir del pH 9 se obtiene resultados de extraccion de
proteinas, sin embargo, a pH 12 este incremento se ve con mayor nitidez, reportando una
alta significancia en el rango de pH establecido en este estudio, lo que corrobora lo
indicado por Rodriguez et al., (2010) quienes manifiestan que se obtiene mayor
solubilidad de las proteinas a valores elevados de pH y que este factor es muy importante
en la obtencidon de altos rendimientos de proteina y las cantidades minimas de solubilidad
se debe especificamente a la carencia de repulsion electrostatica entre las proteinas, lo que
promueve la agregacion y precipitacion via interacciones hidrofdbicas.
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La acidificacion del extracto proteico producto de la precipitacion isoeléctrica reacciona
haciendo precipitar la mayor fraccion proteica, perdiéndose significativamente en el

sobrenadante algunas proteinas tipo albumina ricas en azufre (Rodriguez et al., 2010)

KT OSBRI NEIMINRERY

Figura 11. Comportamiento del pH y el tiempo en el rendimiento de extraccion de proteina de torta sacha
inchi.

En la Figura 11, se observa que al transcurrir el tiempo (L), no a afecta significativamente
en el rendimiento en relacion al pH, ya que el pH posee mayor significancia de acuerdo al
ANVA (Tabla 6), por lo contrario el comportamiento del pH si afecta significativamente
el rendimiento, esto coincide con lo mencionado por Cheftel et al. (1989) quienes
afirman que los factores como el tipo de solvente, materia prima, fuerza ionica, la
temperatura y principalmente el pH, afectan significativamente en el proceso de
extraccion de las proteinas, de igual manera Linden y Lorient (1996) afirman que estos

factores intervienen simultaneamente produciendo maxima solubilidad de la proteina.

Tan et al. (2014) mencionan que la carga neta y repulsion electrostatica también son
fundamentales en este tipo de investigaciones.
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(3)pH(L) g 13.931
pH(Q) -4.71798
2 Tiempo(Q) -3.05629
c
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(]
4]
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Figura 12. Diagrama de Pareto estandarizado para el DCA con arreglo fctorial 2¥ con replica en el punto
central.

En la Figura 12, se observa que la distancia de cada variable es proporcional al efecto
acumulado a la respuesta del experimento, esto quiere decir que cualesquiera de las
variables que sobrepasen la linea roja indica el comportamiento significativo de los
factores ya sean en lineal o cuadratica al nivel de significancia (p<0.05). El pH en su
forma lineal manifiesta un alto nivel de significancia y en su forma cuadratica es
ligeramente significativa; el tiempo (Q), también es un factor que, si influye
manifestandose en el rendimiento de extraccidn de proteina, mientras que la relacion torta

solvente (Q) (L) y sus interacciones no presento significancia alguna.

El andlisis de varianza (Tabla 6) ratifica lo establecido en el diagrama de Pareto a un nivel
de significancia de p<0.05, el pH (L, P) y el tiempo fueron significativos, es decir que son

factores que afectan a la respuesta (Rendimiento extraccion de proteina).



Tabla 6

ANVA de los factores lineales y cuadraticos.

30

Factor Suma de cuadrados Cuadrado Medio F-Ratio P
(1) Tiempo (L) 0.506 1 0.506 0.0515  0.824978
Tiempo (Q) 91.72 1 91.72 9.3409  0.012121
'(I'ZgrtRa(:eIS{i)Cll\(/J:nte(L) 15.137 1 15.137 15416  0.242717
Relacion
Torta:Solvente(Q) 3.239 1 3.239 0.3299  0.578408
(3) pH (L) 1905.747 1 1905.747  194.0839 0
pH (Q) 218.569 1 218.569 22.2594  0.000819
1L by 2L 4.858 1 4.858 0.4947  0.497874
1L by 3L 23.872 1 23.872 24311  0.150008
2L by 3L 0.073 1 0.073 0.0074  0.932966
Error 08.192 10 9.819
Total SS 2349.659 19

Soluto/solvente, Tiempo y Ph

3.5. Propiedades Funcionales

Las propiedades funcionales mas importantes en el procesamiento de alimentos

segun Boye et al. (2010a) son: La solubilidad, capacidad de retencion de agua, absorcion

de aceite, capacidad emulsificante, formacion de espumasy de gelificacion (Anexo D).

3.5.1. Solubilidad

La curva de solubilidad de las proteinas aisladas de sacha inchi a diferentes

valores de pH se muestran en la figura 13, donde los valores por debajo de pH 8,

coinciden con la region donde se encuentra el punto isoeléctrico de las proteinas. Los

resultados de la solubilidad presentan la influencia directa por el pH (Yu, Ahmedna,

& Goktepe, 2007) y una gran variabilidad de la proteina de sacha inchi alcanzé una

maxima solubilidad a un pH 12 (84.04%) y la minima en un pH 8 (20.65%).

Mercado et al., (2015) llegaron a obtener un maximo de solubilidad a un pH 11

(99.4%) y minimo a pH 6 (18.7). Esta disminucion de la solubilidad se deba al ecotipo

de sacha inchi o al tipo aminoacidos que contenga por consecuente la presencia de

grupos hidrofilicos causado por la desnaturalizacion de las proteinas globulares por
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tratamientos fisicos y quimicos (Badui Dergal, 2006). La solubilidad del APSI reporta
un comportamiento mayor a lo observado para proteinas de otras fuentes como la nuez
de castilla y maraiion (Mao & Hua, 2012; Ogunwolu et al., 2009), debido
probablemente a la mayor interaccion proteina-disolvente (Singh, Kaur, & Sandhu,
2005).
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Figura 13. Efecto del pH frente a la solubilidad del APSI

3.5.2. Capacidad emulsificante (CE)

En la Figura 14 se observa que se alcanza una mayor CE a pH 12 (53.32%) y
una menor a pH 8 (20.71%) y la curva tiende a decrecer si aumentamos el pH,
existiendo una diferencia significativa (p<0.05), Mercado et al. (2015) obtuvieron un
aislado proteico a un pH 7 (59,11%) y aislado proteico de soya 55,81%.

La CE a un valor cercano a pH 7 (punto isoeléectrico) fue menor, esto debido por la
desnaturalizacion y/o factores que afectan la solubilidad o la conformacién nativa,
como temperatura, pH y efectos ionicos, que intervienen directamente en la
flexibilidad de las proteinas, teéricamente un aumento de la solubilidad de la proteina
facilita la interaccion entre las fases oleosa y acuosa (Wu, Wang, Ma, & Ren, 2009) y
segun Padilla et al., (1996) la mayor CE (pH >8) se debe a la mayor presencia de

grupos no polares en la cadena de proteinas.
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Figura 14. Efecto del pH frente a la capacidad emulsificante del APSI.

3.5.3. Capacidad de retencion de agua (CRA)

La presente investigacion el aislado proteico de sacha inchi mostré una mayor
CRA (4.7 g agua/g APSI) en el rango de 10 a 12 de pH, con respecto a lo encontrado
por Mercado et al. (2015) donde alcanzé un CRA aproximadamente de 2.0 g agua/g
APSI en el rango de pH de 6 a 10.

Segln Yusuf et al. (2008) el CRA tiene una relacion directa con el contenido de
aminoacidos polares presentes en la proteina, por lo que se ve disminuido por los
factores de pH, tiempo y la cantidad de soluto y que estan relacionadas con la
solubilidad de las proteinas en agua, que, a su vez, contribuye para la disminucion de
la tension interfacial entre los compuestos hidrofébicos e hidrofilicos, existiendo una
mayor disposicion de las moléculas para actuar en la interfase. Este valor de CRA se
encuentra dentro del rango recomendado para su aplicacion en alimentos viscosos
(Aletor, Oshodi, & Ipinmoroti, 2002).
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Figura 15. Efecto del pH frente a la capacidad de retencion del agua en el APSI

3.5.4. Capacidad de Absorcion de Aceite (CAA)

En la Tabla 6, se observa que el APSI presenta la CAA a un pH 12 de 267.12%.
Segun Yusuf et al. (2008) un aislado proteico tiene buenas caracteristicas de CAA si
alcanza un valor de 300%. En el presente estudio podemos indicar que la capacidad de
absorcién de grasa fue superior que la obtenida por aislados proteicos de otras plantas
comparada con la harina de semillas de quinchoncho (2,04 mL/g) (Garcia et al.,
2012), en similitud a lo reportado para los aislados proteicos de semillas de G. biloba
de 2.56 mL/g (Deng et al., 2011), nuez de castilla (Mao & Hua, 2012), sin embargo,
con lo obtenido con Mercado et al., (2015) podemos indicar que no existe diferencia
significativa (271.04%).

Estos resultados confirman el comportamiento expresado por Gonzales (1999) que
indica que la capacidad de absorcion de grasa también es funcion de los parametros de
pH, temperatura, etc. y al igual que la absorcion de agua es afectada por los cambios
conformacionales que pueden haber sufrido las moléculas de proteinas durante el

procesamiento del aislado.
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Tabla 7
Capacidad de adsorcidn de aceite de APSI

Capacidad Absorcion de  Capacidad Absorcion de

Muestra Aceite (g aceite/g APSI) Aceite (%)
Aislado proteico
de sacha inchi 2.5744+0.00 267.12+0.04

(APSI)
Los valores son el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

3.5.5. Capacidad de formacion de espuma (CFE)

La capacidad de formacion de espuma mas baja se manifesto por debajo del pH
8 (49%), esto por presentar solubilidad baja en este punto, siendo menos flexible para
desarrollar espuma, mientras que la mayor se encontré a pH 12 (78%). Lawal et al.,
(2005) reportaron que las albdminas, globulinas y harina desgrasada de frijol
presentaron por encima de 65%; mientras que valores de 84.6, 53.8 y 42.4% se
reportaron para albuminas, aislado proteico y globulinas obtenidas de G. biloba,
respectivamente, en condiciones bésicas (pH entre 8 y 9) (Deng et al., 2011). El
aislado proteico de soya presentd un valor de 41,8% (Boye, Zare, & Pletch, 2010),
esto es corroborado por (Khalid et al. 2003; Mashair et al. 2006), quienes mencionan
que el pH se aproxima a su pl cuando la carga neta de las proteinas es minima por lo
que es menos soluble y tiene menos flexibilidad para desarrollar espuma, lo que lleva a

un aumento de la tension superficial.
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Figura 16. Efecto del pH frente a la capacidad de formacion de la espuma en el APSI
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3.5.6. Estabilidad de espuma (EE)

La Estabilidad de espuma del APSI presentd una cierta estabilidad (EE), sin
embargo, por debajo del pH 8 (30%) existe una cierta tendencia a disminuir esto se
debe a que a un menor pH alcanza su punto isoeléctrico y que materias no proteicas
comprendidas en la torta de sacha inchi interfieren en la estabilidad de la espuma
demostrandose que a pH mayores la espuma es mas iinestable (Mashair et al. 2006).
No obstante, el estudio de la desestabilizacion generalmente involucra una gran
cantidad de técnicas y equipos, como son determinaciones volumétricas, pérdida del
area de interfase, conductividad y espectroscopia por onda difusa (Sceni 2007) y que,
en la mayoria de los casos, nunca dan una informacion completa sobre todo el proceso
en si.
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Figura 17. Efecto del pH frente a la estabilidad de espuma en el APSI

3.5.7. Concentracion Minima de Gelificacion

ElI APSI en la figura 18, mostr6 una estabilidad del gel del 13% de
concentracion. Segun Mashair et al., (2006) se necesita entre 12 a 14% de
concentracion minima para gelificar proteinas de distintas leguminosas, resultados
similares obtuvieron Mercado et al., (2015) quienes alcanzaron una concentracion de

15%, esto se debe a que las propiedades estructurales y funcionales de los geles no
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dependen solamente de las caracteristicas propias de las proteinas que conforman
dicho gel sino también de las condiciones (pH, fuerza idnica, concentracion de
proteinas, etc.), en las cuales el gel es obtenido. De esta manera las proteinas tienden a
agregarse por no haber repulsion entre moléculas cargadas, dando como resultado

geles opacos y de estructura grosera (Barbut, 1995).
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Figura 18. Variacion de la capacidad gelificante frente a la concentracion
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CONCLUSIONES

El contenido de proteina en la torta de sacha inchi fue de 54.15%, mientras que el

aislado proteico alcanzé 88% en base seca.

Los parametros optimos determinados para la obtencion de aislado proteico fueron
30 minutos en tiempo de agitacion magnética, 6/60 relacion soluto/solvente y pH
12.

Las propiedades funcionales del APSI (Anexo D), alcanzaron 84.4% de solubilidad,
capacidad emulsificante (CE) 53.32%, capacidad de retencion de agua (CRA) de
4.7 g agua/g APSI, capacidad de absorcion de aceite (CAA) fue de 267.12%,
capacidad de formacion de espumas alcanzo el punto méas bajo en el pH 8 (49%),
estabilidad de espuma (EE) a un pH 8 (30%), finalmente la concentracion minima

de gelificacién alcanzo un valor de13%.
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RECOMENDACIONES

Incluir en otras investigaciones el efecto de las variaciones de la temperatura o

efecto sobre la extraccion de proteinas.

Investigar los tipos de proteinas presentes en el APSI.

La informacion obtenida en este trabajo, por los rendimientos del proceso como por
las propiedades funcionales, podrian emplearse en la elaboracion de productos de

mayor valor agregado.

Evaluar la presencia de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante en los

productos proteicos de sacha inchi.
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Anexos A. Datos experimentales para obtener la curva patron

CURVA PATRON
N° Conc gr/ml Abs 540 nm
1 1 0.011
2 2.3 0.054
3 3.2 0.064
4 4.1 0.088
5 5.2 0.113
6 6 0.154
7 7 0.152
8 8 0.196
9 9.2 0.22
10 10.1 0.241
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Anexos B. Rendimiento éptimo en extraccién del APSI en el proceso.

Dispersion
Torta de Sacha Inchi
30 gr.

y

Extraccion Alcalina Bajo agitacion
pH 12 con NaOH 2N magnetica: 30min

v

Centrifugar
6000 rpm, 10 min

\ 4

Precipitacion Isoelectrica
pH 4.5 con HCI 2N

\4

Centrifugar
6000 rpm, 10 min

\ 4

Precipitado

!

Secado por Liofilizacién
5Pa, tem. colector 82°C , 14 hr

!

Aislado proteico
10.8 gr de APSI
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Anexos C. Rendimiento de extraccion del aislado proteico del sacha inchi (%)

P(l:iJ igg%ge X %2 X3 Respuesta ext'?:ct::)ic’)n
1 25(-1) 7/60(1) 9(-1) (Y1) 24.56
2 35(1) 7/60(1) 9(-1) (Y2) 23.90
3 25(-1) 5/60(-1) 9(-1) (Y3) 22.81
4 35(1) 5/60(-1) 9(-1) (Y4) 23.68
5 25(-1) 7/60(1) 11(1) (Y5) 72.00
6 35(1) 7/60(1) 11(1) (Y6) 76.00
7 25(-1) 5/60(-1) 11(1) Y7 73.00
8 35(1) 5/60(-1) 11(1) (Y8) 79.00
9 20(-ar) 6/60(0) 10(0) (Y9) 37.00
10 40(o) 6/60 (0) 10(0) (Y10) 40.00
11 30(0) 8/60(c)  10(0)  (Y11) 36.45
12 30(0)  4/60 (-o) 10(0) (Y12) 34.57
13 30(0) 6/60(0)  8(-w)  (Y13) 20.65
14 30(0) 6/60(0) 12(or) (Y14) 84.40
15 30(0)  6/60(0)  10(0)  (Y15) 34.00
16 30(0) 6/60(0) 10(0) (Y16) 38.00
17 30(0)  6/60(0)  10(0)  (Y17) 39.00
18 30(0) 6/60(0) 10(0) (Y18) 35.00
19 30(0)  6/60(0)  10(0)  (Y19) 37.00
20 30(0) 6/60(0) 10(0) (Y20) 39.00
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Anexos D. Promedio de datos experimentales de las propiedades funcionales del APSI

pH CFE EEA CRA

8 49.00 30.00 3.36
9 57.00 35.00 3.40
10 62.00 39.66 4.68
11 59.66 42.33 4.75

12 78.00 46.66 4.73




Anexos E. Torta despeletizada, tamizada de Sacha Inchi.

A. Torta molida de Sacha Inchi a 180um.
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Anexos F. Vista de la obtencion del aislado proteico de sacha inchi

Tratamientos 10, 8,14 EN Precipitacion isoeléctrica pH 4.5
SOLUBILIZACION tratamiento 14

Precipitacion isoeléctrica pH 4.5
tratamiento 14
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Anexos G. Mayor rendimiento de APSI alcanzado a pH 12, relacion 6/60 y tiempo de 30 minutos.

Rendimiento de APSI a 6/60 relacion soluto/solvente, pH 12 a 30 minutos.

Aislado Proteico Liofilizado, pH 12, 5 Pa, Temp. Colector 82°C.



