UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

FACULTAD DE INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

+ HOMINEM

e
@)
>
(9
Ly
o

£

«OBTENCION DE UN AISLADO PROTEICO DE TORTA DE
TARWI (Lupinus mutabilis Sweet) Y EVALUACION DE SUS
PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES”

Presentado por:

DANIEL ANGEL BRENA DIAZ

TESIS PARA OPTAR EL TiTULO DE
INGENIERO EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

Lima — Peru

2018

La UNALM es la titular de los derechos patrimoniales de la presente tesis (Art. 24. Reglamento de
Propiedad Intelectual de la UNALM)




UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

“OBTENCION DE UN AISLADO PROTEICO DE TORTA DE TARWI (Lupinus
mutabilis Sweet) Y EVALUACION DE SUS PROPIEDADES TECNO-
FUNCIONALES”

Presentado por:

DANIEL ANGEL BRENA DIAZ

TESIS PARA OPTAR EL TITULO DE
INGENIERO EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

Sustentado y aprobado ante el siguiente jurado:

Dr. David Campos Gutiérrez

PRESIDENTE
Dra. Ana Aguilar Gélvez Mg.Sc. Fanny Ludefia Urquizo
MIEMBRO MIEMBRO
Mg.Sc. Gloria Pascual Chagman Mg.Sc. Carlos Elias Pefiafiel
ASESOR COASESOR
Lima — PerQ

2018



DEDICATORIA

A mis padres Luis Alberto Brefia Valdivia y Maria Rosario Diaz Soto por darme
la vida, la mejor educacién y su apoyo incondicional en el transcurso de mi vida

universitaria y de este trabajo de investigacion.

A mi hermano Luis Brefia Diaz por su apoyo, consejos y desearme lo mejor en
cada paso de mi vida.

A mi abuela Esther Soto Miranda que lamentablemente no pudo ver este logro,

pero donde se encuentra nos cuida a todos.

A todos los amigos que conoci en esta gran universidad y que de alguna manera

contribuyeron en mi desarrollo personal y profesional.



AGRADECIMIENTO

A mi madre Maria Rosario Diaz Soto por su apoyo y amor incondicional para la

culminacion de este trabajo de investigacion.

Ala Ing. Gloria Pascual Chagman y al Ing. Carlos Elias Pefiafiel por su paciencia,
consejos, apoyo, asi como brindarme su tiempo para asesorarme Yy culminar

correctamente este trabajo de investigacion.

A los técnicos de los laboratorios de la Facultad de Industrias Alimentarias de la
UNALM, Don Maximo Zufiiga, Zahara Prudencio, el sefior Juan del TAPA y la
Ing. Liz Avila.

Al Instituto Nacional de Investigacién Agraria que financié la presente
investigacion a través del proyecto: Investigacion biotecnoldgica de la cadena
productiva de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) mediante innovacion fitotécnica de
30 ecotipos procesamiento integral del grano y validacion de métodos de analisis
cualitativo y cuantitativo de alcaloides y proteinas N° de contrato 022-2015-INIA-
PNIA/UPMSI/IE-.



INDICE GENERAL

RESUMEN

ABSTRACT

l. INTRODUGCCION ..ottt 1
I, REVISION DE LITERATURA .......ooiiiieeeieteeee et 3
2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS ....ooiviieieieieeieeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.2, SITUACION ACTUAL ....ooiieieiieeieeieeeeeeeeee e eseessessesees s 4
2.3, MATERIAPRIMA .....ooooieieeeeeeeeeeee oo 4
231 TARW L ..ottt 4
2.3.2. DESCRIPCION BOTANICA ......cooiioieeeeeeeeeeseeeee et 5
2.3.3. CONDICIONES AGRONOMICAS ......ooooieiieeeeeeeieeeeeeieeesseeeseeses s essesesnsenes 5
2.34. COMPOSICION QUIMICA DEL GRANO ......coovieiieeeeeeeeeessesersien s enensenenins 6
24, ACEITE DE TARWI c..oooiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
2.5, PROTEINAS VEGETALES ....coooiiioeioeeeeeeeee et 8
2.6. PROTEINA DEL TARWI Y AMINOACIDOS .......oooviereeeeiiereeeseseeeeseeseesenveeas 9
2.7. DESAMARGADO DE LUPINO .....coomucteeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e seesassessassesnaenaesaaneenes 11
72 5 TR = =1V [ 1 1R 13
2.7.2. COCCION ....oovoiieeeee ettt 13
2.7.3. LAVADO ..ottt 14
2.8.  CONCENTRADO PROTEICO .....ooiierieeeceeieeeeeiesseeiensssesssessesess s 14
2.9, AISLADO PROTEICO......coioieeeeeieeeeieeeeeseseseeseesesase s ssssasssssaesass s nssssessssasneenes 15
2.10. EXTRACCION DE PROTEINAS .....coccoviieiiieieieciesesesse s 16
2.11. FACTORES IMPORTANTES PARA LA EXTRACCION PROTEICA................. 17

2.11.1. SOLUBILIDAD .....ooiiiiieie ot e nne e nreenne s 17



2.11.2.

2.11.3.

2.11.4.

2.11.5.

2.11.6.

2.12.

2.13.

2.13.1.

2.13.2.

2.13.3.

2.13.4.

2.13.5.

2.13.6.

2.14.

2.14.1.

2.14.2.

2.15.

3.1.

3.2.

3.3.

3.3.1L

PH s 18
CONTENIDO GRASO ...ttt 18
TEMPERATURA . ..ot 19
INFLUENCIA DE LA RELACION MATERIA PRIMA/SOLVENTE................... 19
PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS .......cccccevuvnne. 19
CLASIFICACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES: ......cccccccooevvivinne, 22
SOLUBILIDAD ..ottt 22
CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA) ....c.ooeviieiereeereeeeee e 24

CAPACIDAD EMULSIFICANTE (CE) Y ESTABILIDAD DE LA EMULSION (EE) .24
CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE (CAA) .....ccooiivereeeeseeeeesese o, 25

CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA (CFE) Y ESTABILIDAD DE LA

ESPUMA (EES).....ooioveeeeeeeieeeseeeeseeeseeeeseeessees s s ense s 26
CAPACIDAD DE GELIFICACION (CG) ....oovvovereeeveiseseeesieesessesseseeessesseesneenees 26
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS .......ccoocviiiiieeiie e 27
METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE LOWRY .....c.coovvieeieiceieceereeieienens 27
MEtodo de KJeldahl...........cooiiiieecce e 28
USOS Y APLICACIONES DE LOS AISLADOS PROTEICOS........cccooeeviieiine 29
MATERIALES Y METODOS ......ooiiiiiiitie ettt 31
LUGAR DE EJECUCION.......cooeiiteeeiieeieeeeee et 31
MATERIA PRIMA .t 31
EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS ...t 31

(01U =0 OO OO 31



3.3.2.

3.3.3.

3.4.

34.1.

3.4.2.

3.4.3.

3.44.

3.5.

3.5.1.

3.5.2.

3.6.

3.7.

4.1.

4.1.1.

4.1.2.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4,

4.5.

MATERIALES. ..o e 32

REACTIVOS ...t saansnnes 32
METODOS DE ANALISIS ..o 33
ANALISIS PROXIMAL ..ottt 33
DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE ......o.cvvieeeieeceeeeeeeeeeeee e 33
EVALUACION DE PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES.........ccccooovvnnne, 34
DETERMINACION DEL COLOR ..ot eeeiessee s 36
METODOLOGIA ...t 36
ACONDICIONAMIENTO DE LOS GRANOS DESAMARGADOS....................... 37
EXTRACCION PROTEICA ........ooiiieeiteeeeiee et 38
DISENO EXPERIMENTAL ....ooorviiecinieeeeisieeeesse e esstess s 41
ANALISIS ESTADISTICOS......ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeee s sseaes s 43
RESULTADOS Y DISCUSION ......cooviiiieieeeieeeeeeeeeeee e 44
MATERIA PRIMA ..ot ses e s anen s 44

ANALISIS PROXIMAL DE LOS GRANOS DE TARWI SIN DESAMARGAR...44

OBTENCION DE HARINA DE TORTA DE TARWI DESGRASADA ................. 45

DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE EXTRACCION DE LA

PROTEINA DE TORTA DE TARWI DESGRASADA ..o 46
EXTRACCION PROTEICA ..ottt 46
PRECIPITACION ISOELECTRICA ......ooviiieieteeeeete et 50
LAVADO DEL PRECIPITADO PROTEICO.......cccooiiiiiiireeic e 52
SECADO POR ATOMIZACION ...t 52
COMPOSICION DEL AISLADO PROTEICO DE TARWI ...ccooiiiiiiiiicieeie e 52



4.6.

4.6.1.

4.6.2.

4.6.3.

4.6.4.

4.6.5.

4.6.6.

4.6.7.

4.7.

4.8.

V1.

VII.

VIII.

PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES DEL AISLADO PROTEICO DE

TORTADE TARWI ... e 55
CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA) ....c.cooviieeereeieeeeeeee e, 55
SOLUBILIDAD (SOL) ..ttt 57
CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE (CAA) ..o 59
CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA (CFE)......cccccovviunieresiereiesienennn, 61
ESTABILIDAD DE LA ESPUMA (EES) ..ottt 63
CAPACIDAD DE GELIFICACION (CG) ..o, 67

CAPACIDAD DE EMULSION (CE) Y ESTABILIDAD DE EMULSION (EE)....68
COLOR DEL AISLADO PROTEICO ......oovveiieeeeeeeeeecoeseeeeseseeeesesseeeeesessee e 70

POTENCIALES USOS DEL AISLADO PROTEICO DE TARWI EN LA

INDUSTRIA ALIMENTARIA ..o 72
CONCLUSIONES. ... .o 73
RECOMENDACIONES ... e 74
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coooivieeieeeeee et 75
ANEXOS ..o 82



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1: Composicion quimica del grano de TarWi........cccccveeveveeresiieseese e see e 6
Cuadro 2: Comparacion de &cidos grasos del aceite de Tarwi y otros aceites vegetales . 7

Cuadro 3: Composicion proximal de las 4 principales especies de lupino (porcentaje en

07 RIS | SO SSOSSRTRSSON 10

Cuadro 4: Perfil de aminoacidos de la proteina de Lupinus mutabilis (gramos de

amiNOACIAO/ 16 gramOS N .....ceiiiieiiirieieese e 11
Cuadro 5: Propiedades funcionales tipicas de 1as proteinas..........cccceovveeveriinencienenns 20
Cuadro 6: Propiedades tecno-funcionales de los aislados proteicos ...........cccceveveveeinnns 30

Cuadro 7: Andlisis quimico proximal de granos de tarwi sin desamargar y harina de

torta de tarwi deSOraSaAOa ..........curerieieieiie it 45
Cuadro 8: Composicion quimica proximal del aislado proteico de tarwi ...................... 53

Cuadro 9: Valores de escala de color CIE L[] all b [1 y WI para la torta de tarwi, harina

desgrasada de tarwi y aislado proteico de tarwi ..........cccccveveeieieeie e 71

Cuadro 10: Usos potenciales del aislado proteico de tarwi..........ccccccevveveiieereerieseennns 72



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Reaccidn entre las proteinas y el reactivo de LOWIY .......c..ccccvvveveivieiiece e, 28
Figura 2: Proceso de obtencion de tarwi desamargado ............ccoovvevveieeiiereeneseeseeie s 37
Figura 3: Flujo de operaciones para la obtencion del aislado proteico de tarwi ................. 39
Figura 4: Disefio Experimental de la Metodologia de Investigacion ............ccccccevceverienenn. 42
Figura 5: Efecto del pH en la extraccion de proteina de torta de tarwi ..........cccccoeevevvvenneane. 47

Figura 6: Efecto de la relacion harina desgrasada/solvente en la extraccion de proteina de

TOTEA 8 TAIWI ...ttt ettt bbbt st e s e e b e 48
Figura 7: Efecto de la temperatura en la extraccién de proteina de torta de tarwi .............. 49
Figura 8: Efecto del tiempo en la extraccion de proteina de torta de tarwi...........ccccoevee.. 50
Figura 9: Determinacion del punto isoeléctrico (pl) de la proteina de torta de tarwi.......... 51

Figura 10: Parametros finales con los cuales se obtiene el aislado proteico de torta de tarwi

............................................................................................................................................. 54
Figura 11: Determinacion de la CRA del aislado proteico de torta de tarwi............c.cc....... 56
Figura 12: Perfil de solubilidad de la proteina de torta de tarwi ............cccocceevveiieveciesnnenn, 58

Figura 13: Capacidad de formacion de espuma a concentraciones de 0.5%, 0.75%, 1% y
AITEIENTES PH....eeceee bbbttt b bbbt n e 61

Figura 14: Estabilidad de la espuma (EES) formada por el APT (aislado proteico de tarwi a


file:///C:/Users/DANIEL/Desktop/TESIS%20%20PARA%20EMPASTAR%2012%2012%202018%20%20%20CORREGIDO.docx%23_Toc532400957

INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1: TARWI O LUPINO EN BANDEJAS LISTO PARA DESHIDRATAR ........ 82
ANEXO 2: TARWI DESHIDRATADO LISTO PARA LA MOLIENDA.........cccooviiiinin. 82

ANEXO 3: TARWI TAMIZADO EN MALLA 20 PARA DESPUES REALIZAR LA
EXTRACCION DE ACEITE ...ttt ses s 83

ANEXO 4: TORTA 'Y ACEITE DE TARWI DURANTE LA EXTRACCION EN
EXPELLER ..o 83

ANEXO 5: TORTA DE TARWI OBTENIDA DESPUES DE LA EXTRACCION DE
ACEITE .o 84

ANEXO 6: EXTRACCION PROTEICA DE LA HARINA DESGRASADA DE TARWI

............................................................................................................................................. 84
ANEXO 7: EQUIPO UTILIZADO PARA LA FILTRACION DE LA SOLUCION
PROTEICA . ..o e 84
ANEXO 8: EXTRACTOS PROTEICOS LISTOS PARA LA PRECIPITACION ............ 85
ANEXO 9: EXTRACTOS PROTEICOS AJUSTADOS A PH CERCANO AL PUNTO
ISOELECTRICO ...ttt sttt 85
ANEXO 10: COAGULO PROTEICO LISTO PARA SER LAVADO CON AGUA'Y
ALCOHOL ...ttt ettt 85

ANEXO 11: AISLADO PROTEICO EN POLVO OBTENIDO DURANTE EL PROCESO
DE ATOMIZACION ..ottt sttt 86

ANEXO 12: CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA A DIFERENTES
CONCENTRACIONES (PH 8)....uciiiiiiiieisieriiieeses e 86

ANEXO 13: DETERMINACION DE SOLUBILIDAD PROTEICA DE EXTRACTOS
PROTEICOS ...t 86



ANEXO 14: DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE

ANEXO 15: DETERMINACION DE CAPACIDAD GELIFICANTE A DIFERENTES
CONCENTRACIONES (5%, 10%, 15% Y 20% RESPECTIVAMENTE) .......cccccocvvvnnne 87

ANEXO 16: CURVA ESTANDAR DE SOLUCION DE ALBUMINA MEDIANTE EL
METODO DE LOWRY w...ovuiiiiiiiiiieie et 88

ANEXO 17: RESULTADOS PARA DETERMINAR EL PH DE MAXIMA
EXTRACCION PROTEICA ..ottt 88

ANEXO 18: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
TRATAMIENTO PH ..o s 89

ANEXO 19: RESULTADOS PARA DETERMINAR LA RELACION HARINA
DESGRASADA/SOLVENTE DE MAXIMA EXTRACCION PROTEICA..................... 89

ANEXO 20: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
TRATAMIENTO HARINA DESGRASADA/SOLVENTE .....cooiiiiiiiceeeeee 90

ANEXO 21: RESULTADOS PARA DETERMINAR LA TEMPERATURA DE
MAXIMA EXTRACCION PROTEICA ..o ce oo et e e ee e es e e e e esaenan e 90

ANEXO 22: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
TRATAMIENTO TEMPERATURA ..o 91

ANEXO 23: RESULTADOS PARA DETERMINAR EL TIEMPO DE MAXIMA
EXTRACCION PROTEICA ...ttt tesae s 91

ANEXO 24: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
TRATAMIENTO TIEMPO ..o 92

ANEXO 25: RESULTADOS PARA DETERMINAR EL PUNTO ISOELECTRICO DE
LA PROTEINA DE TARW ...cooiviiiiiieieccseesese ettt 92

ANEXO 26: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
PUNTO ISOELECTRICO ..o et e e e et ee e e e e e e er e e e e ereeseenenann 93



ANEXO 27: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA LA EES
DE APT AL 0.5 POR CIENTO.....cciiiiiiiiiiiii s 93

ANEXO 28: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA LA EES
DE APT AL 0.7 POR CIENTO .. .cciiiiiiieiiiiee e 93

ANEXO 29: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA LA EES
DE APT AL 1 POR CIENTO ..ot s 94

ANEXO 30: CALCULO DE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE (CAA)
DEL AISLADO PROTEICO DE TARWI .......oiiiiei e 94

ANEXO 31: CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA PARA OTROS AISLADOS
PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL ....coooiiii 95

ANEXO 32: CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE PARA OTROS AISLADOS
PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL ...c.ooiiiiieieeee e 95

ANEXO 33: CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA PARA OTROS AISLADOS
PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL ....cooiiiiiiii e 96

ANEXO 34: ESTABILIDAD DE ESPUMA PARA OTROS AISLADOS PROTEICOS
DE FUENTE VEGETAL ..ot 96

ANEXO 35: CAPACIDAD DE GELIFICACION PARA OTROS AISLADOS
PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL ...ccoiiiiiiiii e 97

ANEXO 36: CAPACIDAD Y ESTABILIDAD DE EMULSION PARA OTROS
AISLADOS PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL.......cooiiiiieeiiceeeee e 97



RESUMEN

Se desamarg0, secd, molid y extrajo aceite por Expeller de tarwi; obteniéndose el
subproducto de la extraccion (torta de tarwi) al cual se le extrajo la proteina obteniendo un
aislado proteico. Este se obtuvo aplicando el método de extraccion alcalina y precipitacion
isoeléctrica. Las variables evaluadas para la extraccion proteica fueron: pH; harina
desgrasada/solvente; temperatura y tiempo, siendo los mejores parametros para la extraccion
proteica 10.5; 1:25; 50 °C y 60 minutos respectivamente. Ademas, se evalu6 el punto
isoeléctrico, siendo el més adecuado a pH 4.6. Posteriormente se lavd el precipitado con
soluciones hidroalcohdlicas, se ajust6 el pH a 7 y fue sometido a secado por atomizacion
obteniéndose el aislado proteico en polvo. Las propiedades tecno funcionales determinadas
para el aislado proteico de tarwi fueron: maxima solubilidad (87.74% a pH 8) y minima
solubilidad (19.31% a pH 4); capacidad de retencién de agua maxima (3.74 g de agua/ g de
aislado a pH 2) y capacidad de retencidn de agua minima (1.86 g de agua/g de aislado a pH
4); capacidad de formacion de espuma 51.18 por ciento (a pH 8 y 1% de concentracion);
estabilidad de espuma alrededor de 30 por ciento (1% de concentracion y después de 120
minutos); capacidad de gelificacion de 15 por ciento; capacidad emulsificante 63.38 por
ciento; estabilidad de emulsion 50.51 por ciento e indice de blancura 59.59. Siendo las
mejores propiedades la capacidad de retencion de agua, la capacidad emulsificante y la

estabilidad de emulsién.

Palabras clave: Torta de tarwi, extraccion alcalina, solubilidad proteica, precipitacion

isoeléctrica, aislado proteico, propiedades tecno-funcionales.



ABSTRACT

Lupin was debittered, dried, ground and extracted oil by Expeller de tarwi; obtaining the by-
product of the extraction (tarwi cake) to which the protein was extracted obtaining a protein
isolate. This was obtained by applying the alkaline extraction method and isoelectric
precipitation. The variables evaluated for protein extraction were: pH; defatted / solvent
flour; temperature and time, obtaining the best parameters for protein extraction 10.5; 1/25;
50 °C and 60 minutes respectively. In addition, the isoelectric point was evaluated, being the
most appropriate at pH 4.6. Afterwards the precipitate was washed with hydroalcoholic
solutions, pH was adjusted to 7 and it was subjected to spray drying obtaining the protein
isolate in powder form. The techno-functional properties determined for lupin protein isolate
were: maximum solubility (87.74% at pH 8) and minimum solubility (19.31% at pH 4);
maximum water holding capacity (3.74 g of water / g of isolate at pH 2) and minimum water
holding capacity (1.86 g of water / g of isolate to pH 4); foaming capacity 51.18 percent (at
pH 8 and 1% concentration); foam stability around 30 percent (1% concentration and after
120 minutes); gelification capacity of 15 percent; emulsifying capacity 63.38 percent;
emulsion stability 50.51 percent and whiteness index 59.59. The best properties are water

retention capacity, emulsifying capacity and emulsion stability.

Keywords: Lupin cake alkaline extraction, protein solubility, isoelectric precipitation,

protein isolate, techno-functional properties.



l. INTRODUCCION

Las proteinas vegetales juegan un rol importante en la nutricion humana, particularmente
en los paises en desarrollo donde la ingesta promedio de proteinas es menor a la requerida
(Barac et al., 2010). Las proteinas son componentes importantes de los alimentos, cuyas
fuentes tanto de origen vegetal como animal, han sido estudiados con detalle debido a su
gran importancia nutricional y comercial. La Industria Alimentaria ha recurrido en forma
habitual a la utilizacion de productos proteicos con fines tecnoldgicos y funcionales. A
partir de esta necesidad, se desarrollaron distintos procesos para extraer proteinas

obteniéndose los concentrados y aislados proteicos (Scopes, 2013).

El chocho o tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) es una leguminosa de origen andino, de
importancia estratégica en la alimentacion por su alto contenido de proteina para una
poblacion que se desarrolla aceleradamente, ya que resulta econémico para la mayoria
de los habitantes rurales o urbanos, esta leguminosa es rica en aceites no saturados,

proteinas, calcio, fosforo, hierro y vitaminas como niacina y tiamina (Berti et al., 2013).

El tarwi ha sido cultivado en el Perd desde la época preincaica, siendo un cultivo
originario de los Andes y por lo tanto cultivado y utilizado desde la antigiiedad por el
poblador andino que basaba su alimentacion en esta leguminosa. El departamento de
Ancash es su mayor productor y consumidor; su semilla es una fuente proteica y ademas
de esta se extrae aceite. Como subproducto de esta extraccion se obtiene una torta
desgrasada que luego se transforma en harina, la cual representa uno de los reservorios
de proteinas con mayor potencial para la industria alimentaria humana (Ortega et al.,
2010).



La Industria aceitera obtiene aceite de buena calidad a partir de las oleaginosas, dejando
como residuo la torta. Esta es un problema para la industria en términos de costos de
almacenaje y emision de residuos contaminantes ya que esta torta es guardada hasta su
venta por periodos de tiempo prolongados, generando contaminacion ya que propicia la
presencia de insectos y roedores poniendo en riesgo la salud de los trabajadores y
personas cercanas (Mercado, 2012). Sin embargo, el mismo autor sostiene que la torta
tiene un alto contenido de proteinas que pueden ser aprovechadas con procesos de
extracciéon relativamente sencillos y asi obtener aislados proteicos con tenores de

proteinas del 90 por ciento.

Se definen las propiedades tecno-funcionales como las propiedades fisicoquimicas que
afectan el procesamiento y el comportamiento de la proteina en un sistema alimenticio,
la que es juzgada por la calidad del producto final. Las propiedades tecno-funcionales
mas interesantes en el procesamiento de los alimentos son: solubilidad, capacidad de
retencion de agua, capacidad de absorcion de aceite, capacidad emulsificante, capacidad
de formacion de espuma y capacidad de gelificacion (Eltayeb et al. 2011). La presente
investigacion busca aprovechar la torta desgrasada, sometiéndola a una extraccion
alcalina evaluando los pardmetros: pH de extraccion, relacion materia prima: solvente
de extraccion, la temperatura y tiempo de extraccion; de tal manera que con los mejores

parametros determinar sus propiedades tecno-funcionales.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

Ortega et al. (2010) afirma que el lupino o tarwi es una leguminosa extremadamente antigua
originaria de los Andes. En el territorio nacional, su cultivo data desde hace més de tres mil
afios. Vasquez citado por Muzquiz et al. (2011) sefiala evidencias de su existencia desde la
época del incanato, donde fue utilizado como alimento basico. Luego de la llegada de los
espanoles, los lupinos fueron reemplazados en forma paulatina por otras leguminosas.
Ortega et al. (2010) indican que se encontraron restos de L. mutabilis en tumbas de la cultura

Nazca como ofrenda a los muertos (100-500 AC).

Desde sus inicios el L. mutabilis en Peru se ha utilizado para autoconsumo cultivado en
parcelas pequefias por los pobladores andinos y sus excedentes vendidos en ferias locales y
regionales (Aguilar, 2015). El cultivo y produccion de L. mutabilis ha tenido un antes y un
después del afio 1977 con el convenio entre el gobierno de Per( y la Republica Federal de
Alemania para implementar el proyecto “Cultivo y Aprovechamiento de los lupinos”
(Muzquiz et al., 2011). Hasta antes de ese convenio el cultivo de L. mutabilis en Peru era
minimo, el area cosechada y produccién por 16 afios (1961-1976) era un promedio de 1200
hectareas y 1300 toneladas anuales respectivamente, sin percepcién de incremento alguno
(FAO, 2013). A partir de 1977 se dio el gran salto del lupino, en solo tres afios (1977-1979)
se incrementd el area cultivada a més del doble, de 1200 a 4500 hectareas la produccion se
cuadruplico de 1300 a 5200 toneladas anuales con rendimientos promedio de 1.1 toneladas
por hectérea (FAO, 2013).

Apartir de los afios mencionados en el Peru se presentaron muchas investigaciones entre las
cuales fueron de extraccion de extracto etéreo, acidos grasos, proteinas, factores
antinutricionales (acido cianhidrico, hemaglutinina, inhibidor de tripsina, alcaloides por
cromatografia), tecnologia de desamargado (desamargado con alcohol y agua). La cadena



productiva del lupino estuvo encaminada y completa, ya que se aperturaron plantas piloto
de proceso y comercializacion de L.mutabilis en Carfiete y Piura. Sin embargo, desde 1980
la cadena productiva del lupino fue debilitada y quebrada por muchos factores como el
cambio climatico y tecnolégico, después se empez6 su inconstancia y decaimiento (Huaringa,
2010).

2.2. SITUACION ACTUAL

La cadena productiva del L. mutabilis de Per( en la actualidad ha caido en una nueva
situacién de estancamiento. Segun la FAO (2013) desde el afio 2000 hasta el 2011 el area
cosechada de L.mutabilis en Pert permanece dentro del rango de 8000 a 9000 hectareas de
cultivo anuales con niveles de produccion de 9000 toneladas anuales y un rendimiento de 1

tonelada por hectarea; la misma situacion sufrida en el periodo de 1983 a 1993.

Los mayores rendimientos en el extranjero se pueden atribuir a un mayor territorio de cultivo
en esos paises. No hay duda de que el cultivo de L. mutabilis peruano que alguna vez estuvo
en la cuspide internacional por su elevado valor proteico y extracto etéreo ahora esta

quedando rezagado por otros paises (Huaringa, 2010).

Analizando el sector de tecnologia de transformacién se observa una decadencia total en
nuevas investigaciones y mas aun se esta descuidando el estudio de los miles de genotipos
que viene desarrollando el sector agro. Hace falta un impulso de investigacion y divulgacion
sobre las nuevas potencialidades nutritivas del lupino y mejoramiento de su tecnologia de
transformacion; de solucionar dicho problema la cadena productiva del L.mutabilis volveria
a incrementarse como ya se observa en otros lugares y como lo registran los antecedentes

histdricos de la region (Cosio et al, 2010).

2.3. MATERIA PRIMA

2.3.1. TARWI

El tarwi es una leguminosa de alto crecimiento que se emplea como una fuente de proteina
en la nutricion de personas y animales ya que contienen sustancias anti mutagénicas,
anticancerigenas, hipocolesterolémicas, compuestos fendlicos antioxidantes vy
oligosacaridos prebioticos que favorecen la proliferacion de bifidobacterias (Jiménez et al.;

citado por Carvajal et al., 2012).



El chocho o tarwi es originario de la zona andina de Sudamérica, leguminosa de alto valor
nutricional que se distingue por su alto nivel de proteina (>40%).

Camarena et al. (2012) menciona que el tarwi tiene la siguiente categoria taxondémica:

e Reino : Vegetal

e Clase : Papilionacea

e Subclase : Dicotyledoneace
e Orden : Fabacea

e Familia : Leguminosae

e Género : Lupinus

e Especie : Mutabilis

e Nombre cientifico: Lupinus mutabilis Sweet

Los granos de tarwi son excepcionalmente nutritivos; su proteina es rica en lisina, un
aminoéacido esencial presente en cantidades limitadas en muchas otras fuentes vegetales.
Tiene un alto contenido de grasas que en la mayor parte de su composicion posee acidos
grasos beneficiosos para la salud. Con todo ello, el tarwi es una planta cuyas propiedades
nutricionales, en algunos casos, supera a la soya, considerada esta Gltima como la fuente

proteica y oleaginosa mas importante a nivel mundial (Suca, 2016).

2.3.2. DESCRIPCION BOTANICA

Camarena et al. (2012) afirma que, con respecto a su raiz, ésta es pivotante, profundizadora,
con nudos nitrificantes que fijan el nitrdgeno atmosférico a la planta y pueden extenderse
hasta tres metros de profundidad. Ademas, el tallo es semilefioso, cilindrico, en cuyo interior
presenta un tejido esponjoso con abundante ramificacion, cuya altura dependiendo del
ecotipo oscila entre 50 y 280 c¢cm; sus hojas son digitadas, compuestas y ademas sus flores
tienen a la tipica forma de papilionéceas; la corola esta formada por cinco pétalos y la quilla

envuelve el pistilo y a los diez estambres.

2.3.3. CONDICIONES AGRONOMICAS

Camarena et al. (2012) afirma que el grano es una vaina alargada de cinco a 12cm,
pubescente y contiene de tres a ocho granos, estos son ovalados, comprimidos a la superficie
y con una amplia variabilidad en cuanto al color, el mismo que va desde blanco puro hasta

negro; en cuanto a sus condiciones agronomicas el autor sostiene que el tarwi es una



leguminosa de alto contenido nutritivo, que se distingue por su contenido de proteina y por
sus caracteristicas agronomicas como: rugosidad, capacidad de fijar nitrégeno atmosférico
al suelo, adaptabilidad a medios ecol6gicos méas secos con un tipo de suelo como franco
arenoso 0 arenoso asi como a climas frios, pH 5.5 a 7, altura entre 2800 y 3500 msnm y

lluvias de 300 mm de precipitacion a una temperatura de 7 a 14 °C.

Una de las ventajas del Tarwi es su amplio margen de adaptacion a diferentes altitudes,
lugares en donde otros cultivos no prosperarian. Actualmente, el tarwi se produce en terrenos
ubicados desde 1500 a 3800 msnm; a esto habria que sumar su capacidad de fijacion de
nitrégeno en cantidades apreciables de 100 kg/ha anual, restituyendo la fertilidad del suelo

por lo tanto con los altos precios y la escasez de fertilizantes el tarwi puede llegar a ser muy

importante al momento de rotar cultivos (Jacobsen y Mujica; citado por Suca, 2016).

2.3.4. COMPOSICION QUIMICA DEL GRANO

El cuadro 1 muestra la composicion quimica del grano de Tarwi segun Camarena et al.

(2012):
Cuadro 1: Composicion quimica del grano de Tarwi
COMPONENTES TARWI AMARGO TARWI
TARWI DESAMARGADO
Proteina % 47.8 54.05
Grasa % 18.9 21.22
Fibra % 11.07 10.37
Cenizas % 4.52 2.54
Humedad % 10.13 7.05
ELN % 17.62 11.82
Alcaloides % 3.26 0.03
Azucares totales % 1.95 0.73
Azucares reductores % 0.42 0.61
Almidon total % 4.34 2.88
K% 1.22 0.022
Mg % 0.24 0.07
Ca% 0.12 0.48
P % 0.60 0.43




«continuaciény»

COMPONENTES TARWI AMARGO TARWI
TARWI DESAMARGADO
Fe % 78.45 74.25
Zn % 42.84 63.21
Mn % 36.72 18.47
Cu% 12.65 7.99

FUENTE: Camarena et al. (2012)
24. ACEITE DE TARWI
Uno de los componentes més valiosos en la semilla de Tarwi es su aceite el cual esta
contenido entre 14-24 por ciento de su peso, el cual al ser comparado con otras semillas

oleaginosas; a la Gnica que tiene un contenido similar es a la soya (Porras et al. 2013).

Por su alto contenido de aceite la extraccion de aceite del tarwi es muy factible a nivel
industrial, con respecto a su calidad esta es muy similar al mani y a la soya. En el aceite de
Tarwi se ha comprobado que los &cidos grasos insaturados son los predominantes, siendo el
principal el &cido oleico considerado muy importante desde el punto fisioldgico nutricional
(Diaz citado por Porras et al. 2013). Ademas Sosa (2000) sostiene que con respecto a la
concentracion de acido linolénico en el aceite de tarwi, ésta es muy baja; caracteristica que
favorece a la conservaciéon del aceite debido a que este &cido se oxida rapidamente pudiendo

ocasionar sabores desagradables en el aceite.

En el cuadro 2 se muestra la comparacion de acidos grasos en el aceite de Tarwi y otros

aceites vegetales:

Cuadro 2: Comparacion de acidos grasos del aceite de Tarwi y otros aceites vegetales

ACIDOS | TARWI | OLIVA | SOYA | GIRASOL | ALGODON | COLZA | PALMA
GRASOS
Laurico - Trazas | Trazas - 0.1 - 0.2
Miristico 1.3 0.1 0.2 0.3 0.7-1.0 0.1 0.5-15
Palmitico 13.2 7.2 9.9- 5.6-7.4 21.4-26.4 2.8-5.1 43.1-
12.2 46.3
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ACIDOS | TARWI | OLIVA | SOYA | GIRASOL | ALGODON | COLZA | PALMA

GRASOS

Estearico 4.7 1.0-3.0 | 3.6- 3.0-6.3 2.3-3.2 0.7-1.3 | 4.0-55
5.4

Araquico Trazas | 0.1-0.7 | 0.2- 0.3-0.8 0.2-0.4 0.2-1.0 | 0.1-0.4
0.6

Palmitoleico 1.4 1.3-3.0 0.2 0.1 0.3-1.1 0.2-09 | 0.2-04

Oleico 42.5 62.5 17.7- | 14.0-34.0 17.7-21.4 | 9.8-49.8 | 36.7-
25.5 40.4

Linoleico 34.1 - 50.5- | 55.5-73.2 46.7-57.7 13.0- 9.4-11.9
56.5 22.9

Linolénico 3.1 2.6 5.5- Trazas 0.1-0.2 7.9-10.3 | 0.1-04
9.5

FUENTE: Porras et al. (2013)

PROTEINAS VEGETALES

Jayasena et al. (2010) afirma que las proteinas vegetales constituyen una fuente de

2.5.

nutrimentos e ingredientes funcionales de interés por su variedad, disponibilidad y costo,
explotandose tanto las propiedades tecno-funcionales como los beneficios nutricionales de
cada grupo de proteinas. Las cuales se obtienen principalmente de leguminosas, cereales,

oleaginosas y en baja proporcion de hojas verdes.

La disponibilidad en grandes cantidades de fuentes proteicas vegetales como la harina
desgrasada de oleaginosas, junto con la tendencia a reducir la ingesta de proteinas animales
hace que en los Gltimos afios se esté produciendo un gran desarrollo en los procesos de
extraccion y mejora de estas proteinas vegetales para su uso en la alimentacion humana; por
lo tanto en este aspecto durante los proximos afios se producira un incremento en la
disponibilidad de nuevas fuentes proteicas vegetales y en la transformacion de estas para su
aplicacion con fines alimenticios conforme a las demandas nutricionales (Vioque et al.;
citado por Onsaard et al. 2010).

Ademas de sus propiedades alimenticias, las proteinas vegetales también poseen

propiedades tecno-funcionales, como cuajarse, formas geles y emulsificar lo cual juega un



papel muy importante en la formulacion de comidas y su procesamiento. Sin embargo al
igual que en las proteinas animales, los factores intrinsecos (composicion de aminoacidos),
extrinsecos (Temperatura, solvente, pH) o factores ambientales pueden influir en las

propiedades de estas proteinas (Klupsaite y Juodeikiene, 2015).

Barac et al. (2010) afirma que con respecto a las proteinas vegetales; las proteinas de cereales
son pobres en lisina y en algunos casos deficientes en triptdfano y treonina, usualmente los
granos de las oleaginosas y las nueces son escasos en metionina y lisina, mientras que las
leguminosas suelen ser pobres en metionina. EI aminodcido indispensable que resulte méas

ici i0n a las necesidades se llama “ aminodcido limitante”.
deficiente con relacidon a 1 dad 1 « do limitant

2.6. PROTEINA DEL TARWI Y AMINOACIDOS

OOmah y Bushuk citado por Onsaard et al. (2010) indican que existen variaciones
considerables en la composicion quimica de las distintas variedades de las especies de
Lupinus, siendo las dos especies de lupino mas usadas (Lupinus mutabilis y Lupinus albus
cuya variacion proteica fluctta entre 37 y 50 por ciento. Sin embargo, el lupino contiene

alcaloide del grupo quinolizidinico considerados como sustancias antinutritivas.

La proteina es uno de los componentes mas importantes del lupino. Per( tiene la ventaja de
poseer una de las especies de lupino con mayor contenido de proteina que otras especies.
Ademas las proteinas de L.mutabilis se encuentran en mayor proporcion en la semilla que
en la cascara (45.26 y 5.35 por ciento respectivamente) lo cual permite un mejor manejo del
grano en su aspecto tecnolégico (Berti et al., 2013). Segin Arauco (2011) Lupinus mutabilis
es la especie de lupino con mayor contenido proteico (cerca del 50 por ciento) frente a otras
cultivadas en Europa y Ameérica; pueden existir 0 aparecer otras especies europeas con
elevado contenido proteico, como el caso de Lupinus luteus de Polonia que también posee
contenido de 40 a 50 por ciento, sin embargo, muchas de ellas provienen de centro de

mejoramiento genético.

El Tarwi es un alimento sobresaliente a nivel nutricional por su alto contenido de proteinas,
cantidad muy superior a la soya. Ademas, contiene lisina, un aminoacido esencial en la

absorcion de calcio y la construccion de tejido muscular (Porras et al. 2013).

La proteina del Tarwi contiene cantidades adecuadas de lisina y leucina que son aminoacidos

esenciales, por lo que se considera apropiado para los nifios en etapa de crecimiento, mujeres



embarazadas y durante la lactancia; ademas al mezclar este alimento con algunos cereales
se logra una excelente complementacion de aminoacidos cuyo valor proteico es comparable
al de los alimentos de origen animal como la leche, el queso, la carne y el huevo (Laurente,
2016).
El Cuadro 3 muestra la composicion proximal de las 4 principales especies de grano de
lupino:

Cuadro 3: Composicion proximal de las 4 principales especies de lupino

(porcentaje en base seca)

ESPECIE | PROTEINA | EXTRACTO | FIBRA CENIZA ELN
CRUDA ETEREO CRUDA
Lupinus
36.7 115 9.8 3.4 37.8
albus
Lupinus
o 31.1 6.0 14.7 35 43.1
angustifolius
Lupinus
41.8 54 15.8 4.1 35.0
luteus
Lupinus
- 42.6 18.7 7.3 3.7 27.3
mutabilis

FUENTE: Gross citado por Arauco (2011)
Al mencionar proteinas es necesario diferenciar definiciones entre proteina cruda y proteina
soluble. La mayoria de la literatura reporta proteina cruda (proteina total), por su parte la
proteina soluble forma parte de la proteina cruda. De acuerdo con la metodologia, la
determinacion de proteina cruda por Kjeldhal se basa en la cuantificacion de nitrégeno
presente en la muestra digerida hidrolizada mientras que la proteina soluble por su lado
cuantifica netamente proteina no hidrolizada mediante diversos métodos como Lowry,
Biuret o Bradford los cuales se basan en solubilizar las proteinas no digeridas en solventes
salinos y luego mediante reaccion colorimétrica medir su concentracion (Pearson citado por

Compaore et al. 2011).

Respecto a otras leguminosas cultivadas en Per(, todas poseen un contenido de proteina muy
inferior al lupino (23-27 %) y la soya por su parte no alcanza el 40 por ciento de proteina;
por lo tanto, dentro de las leguminosas en base al contenido proteico el Lupinus mutabilis
ocupa el primer lugar (Erbas et al., citado por Camarena et al. 2012). El autor ademas

menciona que las proteinas que se encuentran presentes en la mayoria de los lupinos son las
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globulinas y albuminas. Segun Cheftel citado por Mercado (2012) menciona que estas
proteinas son importantes porque participan en procesos bioldgicos principalmente

transporte, proteccion y reserva.

Cuadro 4: Perfil de aminoacidos de la proteina de Lupinus mutabilis (gramos

de aminoéacido/ 16 gramos N)

NOMBRE DEL SEMILLAS SEMILLAS PROTEINA
AMINOACIDO COCIDAS Y CRUDAS DE
DESAMARGADAS | DE TARWI | REFERENCIA
FAO
Isoleucina 53 4.8 4.0
Leucina 7.9 7.0 7.0
Lisina 5.6 59 5.5
Metionina 0.5 0.4 2.0
Cisteina 1.4 1.2 -
Fenilalanina 4.2 4.3 -
Tirosina 3.9 3.6 -
Treonina 3.6 3.8 4.0
Triptéfano 0.7 0.7 1.0
Valina 4.5 4.2 5.0

FUENTE: Schoeneberger et al. (2015)

2.7. DESAMARGADO DE LUPINO

El principal obstaculo para utilizar el lupino a escala industrial ha sido su alto contenido de
sustancias amargas, conocidas como alcaloides quinolizidinicos por lo tanto su consumo
masivo ha sido imposibilitado debido a esta limitacion. Sin embargo, estas sustancias se
pueden extraer através de un proceso de desamargado que demora dias de tratamiento y que
consiste en un proceso de coccion y remojo a fin de extraer los alcaloides y tornar
comestibles los granos (Suca, 2016). Carvajal et al. (2012) corrobora lo mencionado
afirmando que el lupino ha sido mucho menos estudiado y cultivado que la soya debido a su
alto contenido de alcaloides los cuales son toxicos para las personas pero que le dan a la
planta de lupino alta resistencia a infecciones microbiologicas y ataques de insectos. Bonilla

y Calderon (2017) mencionan que el tarwi o chocho es un alimento nutritivo, saludable y
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natural; sin embargo tiene como principal obstaculo para el consumo humano la presencia
de alcaloides quinolizidinicos, los cuales son toxicos y dan sabor amargo por lo tanto para

reducir el riesgo de intoxicacion se debe aplicar un proceso de desamargado.

El aprovechamiento del tarwi en el mundo se ha limitado por la presencia de sustancias
toxicas, debido principalmente a que las semillas poseen en su estructura alcaloides
quinolizidinicos que le confieren cierto grado de toxicidad y un sabor fuertemente amargo;
estas sustancias protegen a la planta en el medio e impiden que la semilla sin tratamiento
pueda ser aprovechada para su consumo. Por lo tanto, las investigaciones se han ocupado en
eliminar dichas sustancias esencialmente con enfoques agronémicos y en segundo plano con

enfoques industriales (Rodriguez citado por Gutiérrez et al. 2016).

Hatzold citado por Araneda (2012) reporta un rango de contenido de alcaloides en tarwi que
va de 2.56 (g/100g) hasta 4.14 (g/100g), ademéas menciona que los granos que fueron
llevados originariamente del Pert a Europa, obtuvieron un porcentaje alto de alcaloides (4.2
por ciento) lo cual se considera en mayor desventaja en términos de calidad comestible de
la semilla. Gross et al., citado por Suca (2016) reporta que la lupanina es el alcaloide
principal de tarwi, constituyendo 80 por ciento del total de alcaloides presentes, ademas de
estar acompafado de tetrahidrorombifolina, 4-hidroxilupanina y 13-hidroxilupanina como

componentes menores.

Actualmente el lupino andino se detoxifica mediante lavados sucesivos con agua que
eliminan ésta sustancia hasta niveles que permitan su consumo (Ortega et al. 2010).

La eliminacién de alcaloides es el punto de partida cuando se trabaja con el lupino; desde
hace varios afios investigadores han logrado eliminar alcaloides por las siguientes técnicas:

Seleccidn genética, desamargado y obtencion de aislados proteicos (Berti et al. 2013).

Conociendo que la mayor forma de consumo de lupino en Per( (zonas altoandinas y
gastronomia) es la del lupino desamargado como semillas y harina, esto por su accesible
procesamiento, bajo costo y presencia en el mercado. Se puede afirmar que el desamargado
resulta el método de eliminacion de alcaloides méas accesible tanto para el consumidor
convencional y mercado empresarial (Glorio citado por Camarena et al. 2012). Este autor
afirma que el remanente que queda después del desamargado, niveles por debajo del 0.02

por ciento (base himeda), serian eliminados a través de la via digestiva y urinaria no
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observandose efectos nocivos. EI método de desamargado es una técnica que se basa
netamente en tres etapas basicas (remojo, coccion y lavado).

2.7.1. REMOJO

La mayoria de las publicaciones acerca del desamargado de tarwi incluyen una etapa inicial
de remojo de los granos que puede llegar a durar hasta 20 horas para que este sea hidratado

completamente y permita extraer los alcaloides en etapas posteriores (Gutiérrez et al. 2016).

El remojo o hidratacion es basicamente el contacto de la semilla con agua a temperatura
ambiente por un tiempo determinado con la finalidad de acondicionar la semilla de lupino,
como su nombre lo indica permite la hidratacion de los tejidos del grano y asi facilitar la

salida de los alcaloides (Meneses et al., citado por Araneda, 2012).

El remojo se puede dar de dos maneras, en agua estacionaria o en agua en circulacion. En el
remojo de agua estacionaria se considera pardmetros de control basicos: Relacion materia
prima: agua y tiempo. Algunos investigadores reportan para el remojo diversas proporciones
de materia prima; agua (1:2.5, 1:4, 1:5y 1:6) y tiempos variables (24 y 48 horas) (Araneda,
2012).

Suca (2015) afirma que el remojo o hidratacion es una etapa preparatoria que tiene como
finalidad incrementar el contenido de agua de los granos y facilitar la extraccion de los
alcaloides en etapas posteriores, por lo tanto es imprescindible para realizar una adecuada

eliminacién de estos compuestos antinutricionales.

2.7.2. COCCION

La etapa de coccidn es la etapa mas importante del desamargado convencional de semillas
de tarwi debido a que inactiva tanto la capacidad de germinacion del grano asi como sus
enzimas (lipasa y lipoxigenasa) ademas de eliminar a los microorganismos presentes (Suca,
2015). Lo mencionado por el autor concuerda con Gutiérrez et al. (2016) que afirma que la
etapa de coccidn tiene como objetivo inactivar las enzimas germinativas y deterioradoras
(lipasa y lipoxigenasa) del grano, disminuir la carga microbiana superficial, reducir la
pérdida de proteinas debido a la coagulacion e incrementar la lixiviacion de los alcaloides

mediante el aumento de la permeabilidad de la pared celular.

Araneda (2012) también afirma que la coccién es la etapa clave en el proceso de

desamargado de lupino, ya que se realizan muchas reacciones bioquimicas ventajosas como
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la destruccion del poder germinativo y desintegracion de las moléculas de los alcaloides

facilitando su extraccion.

2.7.3. LAVADO

Se llama lavado o extraccion a la etapa final del proceso de desamargado de lupino, donde
el grano cocido permanece en agua en reposo con cambios de agua periddica o en agua en
circulacion por un determinado tiempo a temperatura ambiente. En la etapa de lavado se
completa la salida de alcaloides por solubilizacion durante el tiempo de su permanencia
(Suca, 2015).

El tarwi 0 chocho desamargado es un producto de facil incorporacion en la gastronomia de
las diferentes regiones, siendo un candidato ideal para aprovechar las oportunidades que
ofrece el mercado a las proteinas vegetales debido no solo a su elevado contenido proteico
y digestibilidad sino también por contener una buena cantidad de beta conglutinas con
potencial bioactivo para la reduccion de niveles de glucosa (Camarena et al. 2012).

Estudios de laboratorio afirman que los lavados con agua son mucho mas adecuados debido
a que es econémico y eficiente al extraer alcaloides, ademas su uso tiene ventajas como la
prevencion de la contaminacion ambiental con productos quimicos y no requiere la

recuperacion de solventes organicos (Carvajal et al. 2012).

2.8. CONCENTRADO PROTEICO
El concentrado proteico contiene un minimo de 70 por ciento de proteina en base seca, se
extrae a partir de harina desgrasada, con la eliminacion de compuestos solubles no proteicos
presentes, obteniendo un producto rico en azUcares insolubles y proteinas (Scopes, 2013).
Sosa citado por Mercado (2012) afirma que los métodos aplicados en la extraccion de
concentrados proteicos son:
e Extraccién de compuestos no proteicos mediante el uso de agua ajustada al punto
isoeléctrico (pl) de las proteinas.
e Extraccion de compuestos no proteicos con agua después de un tratamiento térmico.
e Extraccion de compuestos no proteicos mediante el empleo de soluciones
hidroalcohdlicas.
La principal diferencia en estos métodos radica en la insolubilizacion de las proteinas

ocasionada en los dos ultimos procesos. La menor concentracion de oligosacaridos se logra
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con la precipitacion isoeléctrica, mientras los porcentajes mas bajos en lipidos se alcanzan

con mezclas hidroalcoholicas (Onsaard et al. 2010).

2.9. AISLADO PROTEICO

Los aislados proteicos son productos comerciales altamente purificados que contienen
proteina concentrada con méas del 80 por ciento, teniendo en la generalidad de los casos la
misma composicion quimica, sin embargo sus propiedades tecno-funcionales pueden ser
diferentes ya que existen aislados proteicos con varios grados de solubilidad y que se usan

en la elaboracién de diferentes productos alimenticios (Badui citado por Mercado, 2012).

La Industria Alimentaria estd haciendo énfasis en la produccion y utilizacion de proteinas
vegetales como ingredientes tecno-funcionales y nutricionales en una variedad de productos
formulados. Alternativamente, las funciones de las proteinas vegetales ofrecen flexibilidad
en alimentos formulados debido a su economia y disponibilidad (Mercado, 2012). Jayasena
et al. (2010) reporta que un aislado proteico es la forma mas refinada de obtencion de
proteina, el aislado proteico tiene un minimo de 90 por ciento (base seca) llegando

normalmente a 95 por ciento.

Para cada proceso, existen pardmetros que influyen en los resultados del proceso, el
entendimiento y la buena manipulacién de dichos parametros garantizan la idoneidad de los
resultados. En este caso, existen varios parametros que gobierna la obtencién de los aislados
proteicos, sin embargo, solo algunas de ellas son muy influyentes en los resultados, siendo
éstas el pH de extraccion, relacion harina: solvente y temperatura de extraccion. Ademas,
también influye el tiempo de agitacion, numero de extracciones entre otros factores

(Onweluso et al., citado por Jayasena et al. 2010).

El proceso de obtencion de un aislado proteico supone una serie de etapas encaminadas a
eliminar o disminuir los componentes no proteicos para lograr un producto final con el 80-

90 por ciento de proteinas (Porras et al., 2013).

Sosa citado por Mercado (2012) sostiene que un aislado proteico comercial posee 88 por
ciento de proteina, 6 por ciento de humedad, 4.5 por ciento de cenizas y 1.5 por ciento de
carbohidratos, fibra y grasa. Con respecto a sus usos autores como Saavedra y Algecira
(2010) han incluido proteina aislada de soya en la formulacién de las peliculas comestibles

mejorando sus propiedades mecanicas y su desempefio como recubrimiento en fresas.
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2.10. EXTRACCION DE PROTEINAS

Vioque et al., citado por Porras et al. (2013) mencionan que la obtencién de aislados
proteicos a partir de la harina desengrasada de oleaginosas tiene como objetivo principal la
eliminacién lo mas completa y selectiva posible de los compuestos solubles no proteicos
presentes en la harina desgrasada, como resultado se obtendra un producto rico en azucares

insolubles y proteinas.

Akaerue y Onwuka (2010) reportan que en la solubilizacion de la proteina intervienen al
menos cuatro factores simultaneamente: pH, fuerza i6nica, temperatura y presencia de iones
calcio. Los pHs alcalinos producen una maxima solubilidad de la proteina; sin embargo a
partir del pH 11 se provoca una racemizacion de los aminoacidos y la formacion de puentes
covalentes intra o intermoleculares disminuyendo la solubilidad a pH extremos, las

temperaturas bajas son preferidas pues son poco desnaturalizantes.

Araneda (2012) reporta que las concentraciones elevadas de alcaloides producen un sabor
amargo, y que tienen algunos efectos farmacoldgicos reportados. Gueguen y Cerletti citado
por Mercado (2012) mencionan que cualquier posible efecto de los alcaloides se elimina
durante la preparacion de aislados proteicos, ya que los alcaloides son solubles en agua y se
eliminan durante el proceso. Akaerue y Onwuka (2010) mencionan que asi como la soya se
han estudiado diversas proteinas de oleaginosas (colza, sésamo, girasol, mani y coco); de
granos pobres en aceite (habas, guisantes, garbanzos, judias) y de algunas otras leguminosas;
de cereales (trigo y maiz) y de hojas (alfalfa). Segun Fennema citado por Mercado (2012)
las proteinas poseen multitud de propiedades fisicas y quimicas, es dificil delimitar el papel

que cada una de ellas juega en una determinada propiedad tecno-funcional.

Lépez et al. citado por Mercado (2012) afirma que el secado por atomizacion permite la
obtencién de productos en forma de polvo y ofrece una alta eficiencia y la capacidad de
conservar los componentes naturales presentes en estos productos. El uso de aditivos inertes
como la maltodextrina favorece la recuperacion del producto ya que actlan como
coadyuvante del secado. Los productos en polvo suelen ser de facil manipulacion y
generalmente rapida reconstitucion, debido a que ocupan menor espacio y a que tienen

mayor vida de almacenamiento, en ocasiones su uso se hace mas conveniente.
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2.11. FACTORES IMPORTANTES PARA LA EXTRACCION PROTEICA

2.11.1. SOLUBILIDAD

Muchas de las propiedades funcionales son dependientes del grado de solubilidad proteica.
Desde el punto de vista termodinamico la solubilizacion corresponde a una disociacion
simultanea de las moléculas del disolvente y de las moléculas de proteinas, previa a una
dispersion de estas ultimas en el disolvente, con una superficie interfacial de maximo

contacto entre la proteina y el disolvente (Eltayeb et al. 2011).

La solubilidad de las proteinas esta determinada por tres factores principales: su grado de
hidratacion, su densidad y distribucion de cargas a lo largo de la cadena y, la presencia de
compuestos no proteicos como fosfatos, carbohidratos o lipidos que pueden tener un efecto
estabilizante (Badui citado por Butt, 2010).

Se ha dado gran importancia a la hidrofobicidad de los polipéptidos y se ha visto que esta
influye mucho en la solubilidad; ya que la solubilizacion de una proteina viene impuesta por
la hidrofilia e hidrofobia de la superficie de ésta, que contacta con el agua del entorno.
Cuanto menor sea el numero de zonas hidrofobicas de la superficie mayor es la solubilidad
(Eltayeb et al. 2011).

Los datos sobre las caracteristicas de solubilidad son muy utiles para poder determinar las
condiciones dptimas de extraccion y purificacion de la proteina, asi como para la separacion
de fracciones proteicas. Ademas, como la solubilidad de las proteinas esta intimamente
relacionada con sus estados estructurales, se usa con frecuencia para medir el grado de
desnaturalizacion durante los procesos de extraccion, aislamiento y purificacion (Fennema
citado por Mercado, 2012).

La desnaturalizacion por el calor modifica el perfil de solubilidad de las proteinas frente al
pH ya que la modificacion del perfil de solubilidad inducida por la desnaturalizacion por el
calor se debe al incremento de la hidrofobia superficial de la proteina debido al
desplegamiento alterando el equilibrio entre las interacciones proteina-proteina y proteina-

disolvente a favor de las primeras (Jayasena et al. 2010).
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2.11.2. SOLVENTES DE EXTRACCION

La adicion de algunos disolventes, tales como el etanol o la acetona a una solucion acuosa
de proteina disminuye la constante dieléctrica del medio; de esta forma disminuyen las
fuerzas electrostaticas de repulsion entre las moléculas proteicas lo que contribuye a su
agregacion y precipitacion. Estos disolventes entran asi en competencia con las moléculas
de agua y por lo tanto pueden reducir la solubilidad de las proteinas (Hassan et al. 2010).
Para el caso de la soya, se han usado una gran variedad de solventes acuosos para extraer
proteinas de la harina desgrasada de soya. De todos los solventes investigados, agua mas
alcali diluido (pH 7-9) y soluciones acuosas de NaCl (0.5-2M) estéan entre los mas eficientes
para extraer proteinas (Adrianzen et al. 2011). No obstante, el empleo de alcalis se ha
reportado como uno de los mas atractivos, ya que permite obtener productos con buenas
propiedades funcionales y buen rendimiento proteico a costos muy razonables (Eltayeb et
al. 2011).

2.11.3. PH

El pH es muy importante cuando se requiere extraer proteinas debido a que segin Fennema
citado por Jayasena et al. (2010) el procedimiento de extraccién proteica mas comercial se
basa en la solubilizacion de las proteinas en un medio alcalino; sin embargo, si el medio es
demasiado alcalino esto puede contribuir a una desnaturalizacion completa de la proteina
por lo tanto es muy importante tenerlo en cuenta. Ademas, Zhang et al. (2009) citado por
Hassan et al. (2010) afirma que la proteina en cuanto es solubilizada se precipita en su punto
isoeléctrico (pH en el cual son iguales los nimeros de cargas positivas y cargas negativas
que aportan los grupos ionizables de la molécula proteica) donde se eliminan componentes

no proteicos como carbohidratos solubles y sales.

2.11.4. CONTENIDO GRASO

Golcalves et al. citado por Mercado (2012) reportan que los lipidos presentes en los aislados
proteicos pueden ocasionar olores rancios, asi como sabores amargos y astringentes. Asi
mismo pueden incrementar la retencién de los componentes resultantes de la propia
oxidacion lipidica, reduciendo el valor nutricional de las proteinas; por estas razones es
necesario extraer la mayor cantidad del aceite de la materia prima a extraer proteina siendo
optimo obtener un contenido de aceite menor al 0.5 por ciento, el cual esta dentro del rango

reportado para otras harinas desgrasadas para el mismo fin.
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2.11.5. TEMPERATURA

A pH y a fuerza ionica constante, un incremento de temperatura alrededor de 40°C mejora
la solubilidad de las proteinas. Las temperaturas mas altas conllevan a su desnaturalizacion
y a la exposicion de residuos hidr6fobos inicialmente encerrados en el interior de la
estructura. La solubilidad disminuye de manera importante por aumento de las fuerzas de

atraccion entre las proteinas (Jeantet et al. 2010).

2.11.6. INFLUENCIA DE LA RELACION MATERIA PRIMA/SOLVENTE

La cantidad de materia prima a solubilizar en el sistema influye significativamente en la
composicion y cantidad porcentual de la proteina recuperada, sin embargo el solvente
(solucidn extrayente que es ajustada a pH de extraccion) debe ser adecuado para que no se
saturen los componentes proteicos solubilizados, 1o que indica que es de vital importancia
determinar la relacion apropiada para que sea adecuado entre la cantidad de disolvente y la

cantidad de proteina a solubilizar (Eltayeb et al., 2011).

2.12. PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS

Para la incorporacion de aislados o concentrados proteicos en productos alimenticios, estas
proteinas deben poseer ciertas propiedades tecno-funcionales, cuyos requerimientos varian
con los diferentes tipos de alimentos. Las propiedades tecno-funcionales de las proteinas son
aquellas caracteristicas fisicoquimicas que influyen de un modo caracteristico sobre la
apariencia fisica y el comportamiento de un producto alimenticio, siendo las mas importantes
las propiedades emulsificantes, solubilidad, capacidad de gelificacidn, absorcién de agua,
absorcidn de aceite y propiedades organolépticas especialmente color y sabor (Olalekan et

al., citado por Barac et al. 2010).

Cheftel et al., citado por Mercado (2012) mencionan que el término “propiedad tecno-
funcional” se define como toda propiedad no nutricional que influencia la utilidad de un
ingrediente en un alimento. La mayor parte de las propiedades tecno-funcionales influyen
sobre el caracter sensorial del alimento (en especial la textura) pero también puede tener un
papel decisivo en el comportamiento fisico de los alimentos o de los ingredientes

alimenticios durante su preparacion, transformacion o almacenamiento.

La funcionalidad es definida como alguna de las propiedades de las proteinas aparte de su

valor nutricional, que influye en su empleo. En una definicion mas completa se definen las
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propiedades funcionales como las propiedades fisicoquimicas que afectan el procesamiento
y el comportamiento de la proteina en un sistema alimenticio, la que es juzgada por la calidad
del producto final; esto refleja una interaccion compleja entre la composicion, estructura,
conformacidn, propiedades fisicoquimicas con otros componentes y la naturaleza del medio

ambiente donde se encuentran (Boye et al. 2010).

Lampart citado por Mercado (2012) afirma que las propiedades tecno-funcionales estan
relacionadas con las caracteristicas fisicas y quimicas de las proteinas: tamafio, forma,
composicion, cadena de aminoacidos, carga neta y distribucion de las cargas; relacion
hidrofobicidad/hidroficidad; estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, el grado de

flexibilidad-rigidez y la capacidad de interaccionar con otros componentes.

Vioque y Millan citados por Barac et al. (2010) mencionan que las proteinas representan
uno de los componentes principales de los alimentos, tanto desde un punto de vista tecno-
funcional como nutricional, por ejemplo, determinan las propiedades fisicas y organolépticas
de muchos alimentos. Asi, la consistencia y textura de la carne, queso o pan depende en gran
medida de la naturaleza de las proteinas que los constituyen.

En el Cuadro 5 se muestran las principales propiedades funcionales de las proteinas en

determinado sistema alimenticio segin Boatella citado por Jayasena et al. (2010):

Cuadro 5: Propiedades funcionales tipicas de las proteinas

Cohesién-adhesion

Absorcién de agua y fijacion

proteina a pHs

diferentes.

Formador de matriz

proteica, endurecedor.

PROPIEDAD MODO DE ACCION SISTEMA
FUNCIONAL ALIMENTICIO
Solubilidad Solubilidad de la Bebidas

Carnes, embutidos,

de agua Enlace hidrogeno de panes y cakes
HOH (no gotea). Fija

Viscosidad H20 Sopas, salsas
Espesante. Fijador de

Gelificacion agua. Carnes, cuajos, quesos

Carnes, embutidos,

pastas
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«continuaciony»

PROPIEDAD MODO DE ACCION SISTEMA
FUNCIONAL ALIMENTICIO
Elasticidad La proteina actila como | Carnes, productos de
material adhesivo pasteleria

Enlaces hidrofobicos en
gluten, enlaces Embutidos, bologna,
Emulsificacion disulfuro en geles sopas, cakes

(deformables)

Formacion y Carnes, embutidos
Adsorcidn de grasa estabilizacion de Cubiertas batidas de
Espumante emulsiones de grasa postres, cakes, chifén

Fijacion de grasa libre
Forma redes estables
para atrapar geles

FUENTE: Boatella citado por Jayasena et al. (2010)

En alimentos elaborados con una presencia menor de proteinas, pueden jugar un papel muy
importante, influyendo en caracteristicas tecno-funcionales como la formacion de
emulsiones, geles, espumas y la absorcion de agua o aceite, ademas las proteinas también
constituyen un aporte nutricional importante, representando una fuente de energia, nitrégeno
y aminoacidos esenciales (Mercado, 2012).

Las propiedades de las proteinas no estdn determinadas Unicamente por su origen, sino
también influyen las condiciones de procesamiento y la presencia de otros componentes
(Zhang et al., citado por Barac et al. 2010).

Jayasena et al. (2010) destacaron la necesidad de evaluar las propiedades tecno-funcionales
a un rango de niveles de pH debido a que el pH tiene influencia en la flexibilidad de la
proteina, que a su vez es esencial en la retencidon de agua y la reduccién de la tension
interfacial, estas dos capacidades son cruciales para las capacidades emulsionantes y
espumantes de las proteinas. Ademas, los mismos autores afirman que las propiedades tecno-

funcionales son determinadas por la presencia de globulinas y albuminas.
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2.13. CLASIFICACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES:

De acuerdo con Damodaran citado por Mercado (2012) las propiedades funcionales de las
proteinas se clasifican en tres grupos principales:

- Propiedades de hidratacién (dependencia de la interaccién proteina-agua): Llamadas
también propiedades hidrodindmicas; pertenecen la absorcién y retencion de agua,
humectabilidad, hinchamiento, adhesion, dispersabilidad, solubilidad y la viscosidad.

Dependen del tamafio, forma y flexibilidad molecular.

- Propiedades relacionadas con las interacciones proteina-proteina, participan los
fendmenos de precipitacion, gelificacion y otras estructuras (por ejemplo, fibras y pastas

proteicas)

- Propiedades superficiales; se refiere a la tension superficial y caracteristicas
espumantes de las proteinas.

Las propiedades tecno-funcionales varian si las proteinas se encuentran en su estado nativo
o0 desnaturalizado por ejemplo, debido a un fuerte tratamiento térmico. Por esta razon es muy
importante considerar el método de obtencion de las proteinas, debido a que, si implica
tratamientos severos dichas propiedades se modificaran notoriamente (Virginia citado por
Klupsaite et al. 2015).

2.13.1. SOLUBILIDAD
Pilosof y Bartholomai citado por Mercado (2012) afirma que la solubilidad es una propiedad
de suma importancia que gobierna el comportamiento tecno-funcional de las proteinas y su

aplicacion en alimentos procesados.

Akaerue y Onwuka (2010) sostiene que la solubilidad es dificil de definir, ya que las
proteinas en medio acuoso pueden formar una verdadera solucion, una solucién coloidal o
una suspension estable de particulas insolubles. Badui citado por Mercado (2012) menciona
que la solubilidad de las proteinas esta determinada por tres factores principales: su grado
de hidratacién, su densidad y distribucion de cargas a lo largo de la cadena; y la presencia
de compuestos no proteicos como fosfatos, carbohidratos o lipidos que pueden tener un

efecto estabilizante.

La conformacién de una proteina en disolucién depende considerablemente de su interaccién

con el agua, no solo por la presencia de agua, sino también por la actividad de esta; es mas
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los concentrados y purificados proteicos deben hidratarse inmediatamente antes de ser
usados El estado final de la proteina soluble o insoluble (total o parcialmente) esta
relacionado también con propiedades funcionales importantes tales como la solubilidad o la
solubilidad instantanea, en la que las primeras cinco etapas transcurren rapidamente (Eltayeb
etal. 2011).

Las proteinas reaccionan entre si con el agua por sus enlaces peptidicos (dipolo-dipolo,
enlaces hidrogeno) o por las cadenas laterales de los aminoacidos (interaccién con los grupos
ionizados, polares e incluso no polares); algunas de estas interacciones son dadas por:
enlaces hidrogeno, interacciones hidréfobas e interacciones idnicas (Cheftel et al., citado por
Barac et al. 2010). Ademas, segun este autor la solubilidad depende fundamentalmente del
pH, fuerza ionica, tipo de disolvente y temperatura. Segun Fennema citado por Mercado
(2012) muchas de las propiedades tecno-funcionales dependen en un mayor o menor grado
de la solubilidad de la proteina, ademas las proteinas altamente solubles pueden ser
requeridas en aplicaciones en las cuales la emulsificacion, batido y formacion de peliculas

son importantes.

A menudo la desnaturalizacién tiene una repercusion negativa porque implica la pérdida de
algunas de las propiedades tecno-funcionales, como en el caso de proteinas alimentarias que
pierden solubilidad; aunque en otras ocasiones algun grado de desnaturalizacion es deseable
que ocurra, debido a que generalmente las hace mas digeribles y mejora sus propiedades de
emulsién y espumantes (Eltayeb et al. 2011). Segin Moure et al., citado por Mercado (2012)
la solubilidad de una proteina suele verse afectada por su carécter hidrofilo o hidréfobo,
dependiendo de la composicidn de sus aminoacidos, en particular en la superficie de la

proteina.

El conocimiento de la solubilidad de las proteinas es un importante factor en la seleccion de
una proteina vegetal particular para su posible aplicacion industrial como en la produccién
de adhesivos, peliculas protectoras, produccion de fibras, emulsificantes, aditivos
alimentarios y diferentes productos alimentarios que dependan de la adicion de materiales

proteicos en solucion (Akaerue y Onwuka, 2010).
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2.13.2. CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA)

Kinsella citado por Akaerue y Onwuka (2010) sostiene que la retencion de agua connota
aquella agua que es retenida por una proteina después de una filtracion y de la aplicacion de
una presién moderada o fuerza centrifuga. Afirmando ademas que la retencién de agua por
parte de los polvos puede explicarse por las pequefias cantidades de agua ligada fuertemente

estructurada.

La CRA de las proteinas es un indice importante en la evaluacion del comportamiento de
éstas como ingredientes en productos de panaderia, industrias carnicas y geles alimentarios;
por lo tanto esta propiedad no solo afecta las condiciones del procesamiento sino también la
calidad final de los productos (Abugoch citado por Mercado, 2012). Segun Barac et al.
(2010) la retencion de agua por los ingredientes proteicos, tienen un papel fundamental en
la calidad de la textura de diversos alimentos, especialmente carnes trituradas y pastas de

panaderia.

Los cambios de pH, a través de su influencia sobre la ionizacion y la magnitud de la carga
neta de la molécula proteica alteran las fuerzas interactivas, atractivas y repulsivas de la
proteina y modifican su aptitud para asociarse con el agua (Fennema citado por Mercado,
2012). Ademas, Klupsaite et al. (2015) afirma que la hidratacion es una caracteristica
importante en la elaboracién de productos horneados y productos carnicos; ya que las
mismas propiedades funcionales de las proteinas que determinan la absorcion de agua total,
pueden controlar la retencién de agua después del horneado o la contraccion durante el
proceso de coccion.

2.13.3. CAPACIDAD EMULSIFICANTE (CE) Y ESTABILIDAD DE LA
EMULSION (EE)

Hung y Zayas citado por Barac et al. (2010) definen la capacidad emulsificante como la

cantidad de aceite emulsificado por cierta unidad de muestra hasta un punto de colapso de

la emulsion y a la estabilidad de la emulsion es la capacidad del emulsificador para

estabilizar una emulsion algunas veces en condiciones normales y otras bajo ciertas

condiciones de stress (incubacion, centrifugacion, alta temperatura, mezclado, etc).

La capacidad emulsificante de las proteinas solubles se basa en el balance hidrofilico-
lipofilico de la molécula, el cual determina la afinidad por el aceite y el agua (Taboada citado

por Mercado, 2012). Wagner citado por Mercado (2012) afirma que el proceso de formacion
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de una emulsion consiste en crear area interfacial entre dos liquidos inmiscibles,
generalmente agua y aceite mediante trabajo mecanico. Una emulsion es un sistema
termodindmicamente inestable y tiende a desestabilizarse por diferentes mecanismos
(cremado, floculacion, desproporcion, coalescencia e inversion de fases), resultando en la

separacion parcial o total de las fases inmiscibles.

Makri et al., citado por Mercado (2012) mencionan que las proteinas siendo los agentes de
superficie activa pueden formar y estabilizar la emulsion mediante la creacion de repulsién
electrostatica en la superficie de las gotas de aceite. Segin Onsaard et al. (2010) la
estabilidad de las gotas emulsificadas es lograda por la formacion de una capa cargada
situada alrededor de los globulos de grasa, causando repulsion mutua; esta capa protectora

previene la coalescencia de las gotas.

2.13.4. CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE (CAA)

Schoeneberger et al. (2015) sostienen que la CAA es la union mediante cadenas laterales no
polares de las proteinas con cadenas hidrocarbonadas de aceite, lo que resulta en una buena
absorcion de aceite; ademas de que esta propiedad de las proteinas es muy importante para
la formulacién de productos para freir y para la retencion de sabores. Asi mismo, disminuye
el desarrollo de la rancidez oxidativa y en consecuencia aumenta la estabilidad durante el

almacenamiento.

La CAA es atribuida a un atrapamiento de aceite por parte de un numero de cadenas no
polares de las proteinas con enlaces hidrocarbonados de las cadenas de &cidos grasos del
aceite; la diferencia entre la CAA de diferentes proteinas se debe a la variacion de la
composicion de aminoacidos y parametros como la hidrofobicidad de estos, el grado de

desnaturalizacion y el tamafio y flexibilidad de la proteina (Onsaard et al. 2010).

La habilidad de las proteinas para unir aceite se aprovecha principalmente en productos
donde se desea reemplazar carne, ya que se emplea como extensores debido al incremento
en la retencion de sabor y aromas, mejorando la sensacion en la boca cuando se consume el
producto. Valores altos de CAA en aislados proteicos, indica la posibilidad de emplearlos
como ingredientes en la industria de productos carnicos frios, en particular para salchichas
donde la CAAy CRA son propiedades determinantes para desarrollar un alimento de calidad

aceptable (Ogunwulo et al., citado por Klupsaite et al. 2015).
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2.13.5. CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA (CFE) Y ESTABILIDAD DE
LA ESPUMA (EES)
Se entiende por espuma a una dispersion de burbujas de gas en una fase liquida o semisolida.
La espuma es una dispersion coloidal formada por acumulaciones de un gas rodeadas por un
liquido o un solido, que contiene un agente de actividad de superficie, soluble (Fennema
citado por Saavedra, 2010). Segun Badui citado por Mercado (2012) la CFE es una
propiedad de superficie, donde la proteina actia como agente tensoactivo, disminuyendo la
tension superficial en la interfase gas-liquido. La formacion de espumas con proteinas
implica un proceso de desnaturalizacion controlada; ya que este polimero se tiene que
desdoblar para que oriente sus aminoacidos hidrofobos hacia el interior de la burbuja, y los

hidrofilos al exterior en contacto con la fase acuosa.

Las propiedades espumantes son expuestas por dos factores denominadas capacidad de
formacion de espuma y la estabilidad de la espuma. La capacidad de formar espuma se
determina midiendo el incremento del volumen por la espuma, al introducirse gas en la
solucion proteica. La estabilidad de la espuma se determina midiendo la velocidad de
filtracion del liquido de la espuma o la velocidad de disminucion del volumen de la espuma
en el tiempo (Butt y Batool, 2010).

La presencia de lipidos modifica las propiedades reoldgicas de la interfase. Desde un punto
de vista fisicoquimico, la estabilizacion de las espumas y las emulsiones de las proteinas se
basa en la formacion de una capa viscoelastica resistente que adsorba las interfaces de aire-
agua y aceite-agua. Esta fuerza de la capa adsorbida depende del grado de interaccion entre
las moléculas de proteina vecinas (Boye et al. 2010). Segun Mepba et al., citado por Mercado
(2012) las espumas se utilizan para mejorar la textura, la consistencia y la apariencia de los
alimentos y se encuentran comdnmente en reposteria y son importantes en aplicaciones

alimentarias tales como pasteles, bebidas, merengues, coberturas y helados.

2.13.6. CAPACIDAD DE GELIFICACION (CG)

Pomeranz citado por Laurente (2016) menciona que la gelificacion consiste en la
transformacion de una proteina de estado sol a estado gel; se ve favorecida por: calor,
enzimas o cationes divalentes en condiciones adecuadas. Todos estos agentes inducen a la

formacion de una estructura en red tridimensional.
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Schoeneberger et al. (2015) afirman que generalmente la CG requiere del calentamiento de
la disolucion proteica, lo que provoca una desnaturalizacion de las proteinas y se forma el
progel. Durante esta etapa la proteina se despliega y se expone a un nimero critico de grupos
funcionales e inicia la constitucion de la red tridimensional. Segin Mercado (2012) no es
necesaria una alta solubilidad proteica para que el gel se forme, ya que la gelificacion no
solo depende de la cantidad de proteina sino también del tipo de proteina y de los

componentes no proteicos.

El tipo de gel formado por una proteina viene determinado por sus propiedades moleculares
en la disolucion. Las proteinas ricas en aminoacidos apolares sufren agregaciones
hidrofdbicas tras la desnaturalizacion; estos agregados insolubles se asocian luego al azar y
forman un gel irreversible tipo coagulo (Cheftel et al., citado por Mercado, 2012).

La importancia de los geles y de los procesos de gelificacion para la Industria Alimentaria
es innegable debido a que en los alimentos la gelificacién de componentes cumple muchas
funciones, particularmente en relaciéon con la textura, la estabilidad y afectan en especial
medida a las condiciones de procesamiento; esta importancia es grande ya que la demanda
de productos bajo en grasa ha potenciado el desarrollo de alimentos en donde se sustituye
parcialmente la grasa por sistemas gelificados en base acuosa con textura adecuada (Onsaard
et al. 2010).

2.14. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS

2.14.1. METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE LOWRY

Es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas; en la cual a la
muestra se afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo la
intensidad de color proporcional a la concentracion de las proteinas segin la ley de Lambert
y Beer (Lowry, 1951).

De acuerdo con Lowry (1951) este método consta de dos etapas:

1. Los iones Cu*? en medio alcalino se unen a las proteinas formando complejos en los
atomos de nitrogeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu*? -proteina tienen un
color azul claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la
proteina, exponiendo los residuos fenolicos de tirosina que van a participar en la segunda
etapa de reaccion. Gracias al tartrato el Cu*2se mantiene en solucion alcalina en forma de su

complejo.
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2. La reduccion del reactivo de Folin Ciocalteau, también ocurre en medio basico por
los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, los cuales estan presentes en la mayoria de
las proteinas; actuando el cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo de
Folin Ciocalteau es el 4cido fosfomolibdotlngstico de color amarillo, que al ser reducido por
los grupos fenodlicos da lugar a un complejo de color azul intenso; midiéndose las

absorbancias en un espectrofotometro a 750 nm.

restos fendlicos

Qren ot o
ALLL st
Cu’*
| 4

--___-

Nl
OH R OH

Complejo Cu?*-proteina Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul pélido) (We*, Mo )

(color azul)

Figura 1: Reaccion entre las proteinas y el reactivo de Lowry
FUENTE: Lowry (1951)

2.14.2. Método de Kjeldanhl
Nollet citado por Mercado (2012) afirma que el método se basa en la determinacion de la
cantidad de nitrégeno orgénico contenido en productos alimentarios, comprometiendo dos

pasos consecutivos:

e Ladescomposicion de la materia organica bajo calentamiento en presencia de acido
sulfarico concentrado.

e El registro de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra.

En la mezcla de digestion se incluye sulfato de sodio para aumentar el punto de ebullicion y
un catalizador para acelerar la reaccién, tal como sulfato de cobre. EI amoniaco en el
destilado se retiene o bien por un &cido normalizado y se valora por retroceso, o en acido
borico y valora directamente. Sin embargo, el método Kjeldahl no determina todas las
formas de nitr6geno a menos que se modifiquen adecuadamente. Durante el proceso de
descomposicion ocurre la deshidratacién y carbonizacién de la materia organica combinada

con la oxidacion de carbono a dioxido de carbono. El nitrégeno organico es transformado a
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amoniaco que se retiene en la disolucion como sulfato de amonio. La recuperacion del
nitrogeno y velocidad del proceso pueden ser incrementados adicionando sales que abaten
la temperatura de descomposicién o por la adicion de oxidantes y por la adicién de un

catalizador (Pearson citado por Arauco, 2011).

2.15. USOSY APLICACIONES DE LOS AISLADOS PROTEICOS

Existen una gran variedad de aislados de soya disponibles comercialmente, disefiados
especificamente para proporcionar las caracteristicas deseadas segun el alimento de que se
trate. La mayoria de las aplicaciones tienen lugar en alimentos tradicionales que ya tienen
establecidos una serie de pardmetros de utilizacion y calidad; los requerimientos exigidos
por el consumidor determinan el grado de sustitucion proteica (Vioque et al., citado por

Jayasena et al. 210).

Los aislados proteicos tienen un gran numero de aplicaciones; los aislados proteicos
vegetales se utilizan de acuerdo con sus propiedades tecno-funcionales. Muchos se emplean
para aclarar el color, mejorar la textura de carnes o aves deshuesadas, para proporcionar
textura a salchichas, mejorar la funcionalidad de pates y mejorar la textura de productos de
panaderia y pastas, por ultimo también se han utilizado en el procesamiento de quesos (El
Sayed citado por Akaerue et al. 2010).

Jiménez y Davila citado por Mercado (2012) mencionan que desde la década de los 30 se
han incorporado proteinas de leguminosas en la alimentacion humana, a través de la
obtencién y uso de concentrados y aislados proteicos con mayor contenido y pureza de
proteina. En estas condiciones es posible disminuir el contenido de fibra, carbohidratos,
grasa y disminuir o eliminar los factores toxicos y/o antinutricionales presentes en todas las

leguminosas.

Barac et al. (2010) afirma que el método Kjeldahl es el mas cominmente utilizado para al
determinacién de nitrégeno organico basado en una volumetria acido-base en el cual la
muestra se descompone en caliente mediante acido sulfurico concentrado en presencia de un
agente reductor catalizador, de esta forma aumenta la temperatura de trabajo lo cual favorece
la descomposicion; el tratamiento transforma el nitrégeno de la muestra en iones amonio
donde la posterior adicion de una base fuerte lo libera como amoniaco el cual es arrastrado

hasta un frasco colector por destilacion en corriente de vapor.
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El cuadro 6 muestra las propiedades tecno-funcionales de los aislados proteicos y los
alimentos mas relacionados para que tengan éxito en los diferentes productos a los que se

realice su incorporacion.

Cuadro 6: Propiedades tecno-funcionales de los aislados proteicos
ALIMENTO PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES
Bebidas Solubilidad a pHs diferentes, estabilidad al color.

Productos Lacteos (quesos, | Absorcién de agua, emulsificacion, espumado y

helados, postres) pardeamiento.

Productos Carnicos (salchicha, | Emulsificacion, gelificacion, cohesidn, absorcion,
hamburguesa, chorizo, | retencion de agua, retencion de lipidos.

jamonadas)

Productos similares a las | Absorcidn y retencion de agua y aceite, firmeza,
carnes  (proteina  vegetal | masticabilidad, cohesion.

extruida)

Recubrimientos alimenticios Cohesidn, adhesion.

Productos de confiteria y | Dispersabilidad, emulsificacion.

chocolateria

Masa de panaderia Formacion de una matriz y de una pelicula que
tenga propiedades de viscoelasticidad, cohesion,
desnaturalizacién por el calor, gelificacion.
FUENTE: Cheftel, citado por Mercado (2012)

30




I11. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de la Facultad de

Industrias Alimentarias ubicados en la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2. MATERIAPRIMA

Se utiliz6 como materia prima semillas de tarwi del ecotipo Altagracia cultivadas en Ancash,
variedad elegida en la evaluacion de 30 ecotipos seguln criterios agrondmicos entre los cuales
destaca su rapida madurez de cosecha (200 dias), su gran capacidad de fijar nitr6geno a los
suelos y su rendimiento por hectarea (5938 kg/ha). Esta evaluacion y la obtencion de los
datos mencionados fueron realizados por el programa de leguminosas de la Universidad

Nacional Agraria La Molina.

3.3.  EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Los equipos y materiales que se utilizaron en la presente investigacion fueron los siguientes:
3.3.1. EQUIPOS

- Agitador magnético (Velp Scientifica, Are, Italia)

- Atomizador (Lab Plant, SD Basic, Estados Unidos)

- Balanza Analitica (OHAUS, S/M, Estados Unidos)

- Balanza de Precision (OHAUS, MB35, Estados Unidos)

- Balanza Infrarroja (OHAUS, Traveler TA3001, Estados Unidos)

- Centrifuga con refrigerante (Hettich, Rotofix 3C, Alemania)

- Centrifuga (26, LSZ491L7207, Italia)

- Digestor para 6 balones (marca Reles, DPL1D100. Espafia)

- Colorimetro (Konica, Minolta 400, Estados Unidos)

- Destilador de Nitrogeno (Velp Scientifica, UDK129, Italia)

- Equipo tamizador o Zaranda vibratoria (JEL, S/M, Alemania)

- Equipo Homogenizador (Velp Scientifica, Ultra Turrax Ove, Italia)
- Equipos MicroSoxhlet (Lauda, Alpha RAS, Italia)



- Espectofotometro (Spectronics, Genesys 20, Alemania)

- Estufa Eléctrica (Therma Automics, S/M, Estados Unidos)
- Expeller (Monforts, VFD-B, Alemania)

- Marmita con capacidad de 12 litros (Herrera, S/M, Per()

- Molino de Martillos (Vulcano, S/M, Per()

- Molino manual de discos (S/M, S/M, Peru)

- Potenciémetro (Hanna, Hr2211, México)

- Refrigerador (LG, GM351QC, Colombia)

- Secador de Bandejas (S/M, S/M, Perq)

- Vortex (Velp Scientifica, Wizard, Italia)

3.3.2. MATERIALES

- Baguetas

- Beackers

- Desecador

- Envases ambar de 250 ml

- Espétulas y cucharas metalicas

- Fiolas de 10, 100 y 1000ml

- Micropipeta de 0.1 a 1 ml(Brand, Transferpette, Alemania)
- Papel Filtro rapido y lento

- Pipetas

- Probetas

- Tamices numeros 20 (850um) y 60 (250um)
- Tubos de centrifuga

- Tubos de ensayo

3.3.3. REACTIVOS

- Acido Clorhidrico p.a (J.T.Baker, USA)

- Acido Sulfrico p.a (J.T.Baker, USA)

- Carbonato de sodio p.a. (J.T.Baker, USA)

- Etanol de 96°(Suministros Cientificos, Pert)
- Eter de petréleo (Sigma-Aldrich, Alemania)
- Hidréxido de sodio p.a (Spectrum, USA)
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- Maltodextrina (Frutarom, Peru)

- Reactivo de Folin-Ciocalteau Comercial (Himedia, USA)
- Albumina de suero de bovino p.a (Oxoid, Inglaterra)

- Sulfato de cobre pentahidratado p.a (Fermont, México)

- Tartrato sodico-potasico p.a (Fermont, México)

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. ANALISIS PROXIMAL

Los analisis de la torta, harina de torta desgrasada y aislado proteico constan de:

. Determinacion de humedad por el método AOAC (2005), 950.46.

. Determinacion de proteina bruta (N x 6.25) por el método AOAC (2005), 984.13.
. Determinacion de Grasa por el método de AOAC (2005), 2003.05.

. Determinacion de Fibra cruda por el método de AOAC (2005), 962.09.

. Determinacion de Ceniza por el método de AOAC (2005), 942.05.

.

Determinacion de carbohidratos (por diferencia MS-INN Collazos 1993).

3.4.2. DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE

Se prepar6 una solucién de albdmina sérica de bovino de 1mg/ml en agua destilada con la
cual se realizd previamente la respectiva curva de calibracién en la cual se utilizaron
diferentes volumenes de solucion proteica (0.1; 0.2; 0.3; 0.4 y 0.5 ml), completandolas con
agua destilada hasta que tengan volumen de 1ml. A esta solucion se le agregaron 5ml de
reactivo de Lowry (solucion preparada de carbonato de sodio al 2 por ciento en NaOH 0.1N
mezclada con 0.5 ml de solucién de sulfato de cobre al 1 por ciento y con 0.5 ml de solucion
de tartrato sodico-potasico al 2 por ciento). Permitiendo la reaccion de los grupos proteicos
durante 10 minutos en oscuridad; adicionando después 0.5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu
diluido en agua destilada en proporcion 1:4 permitiendo la reduccién del reactivo por los
diferentes residuos proteicos durante 30 minutos en oscuridad, donde la solucién tiende a un
cambio de color de amarillo a azul. Todas las determinaciones fueron medidas a una

absorbancia de 750 nm (Lowry et al., 1951).
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3.4.3. EVALUACION DE PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES
La siguiente y ultima etapa de la metodologia experimental es la determinacion de las
propiedades funcionales de los aislados proteicos en polvo. Las propiedades tecno-

funcionales evaluadas fueron las siguientes:

J Capacidad de retencién de agua (CRA):

De acuerdo con los indicado por Sai- Ut et al. (2009); se prepard una suspension proteica
del aislado proteico en polvo al 1 por ciento (p/v), donde la solucion fue agitada con un
agitador magnético y el pH ajustado en un rango de 2 a 8. Después se trasladaron a tubos de
centrifugacion y luego de realizar esta operacién se centrifugd a 4000 RPM por 15 minutos.
Los tubos centrifuga se colocaron invertidos durante una hora en una estufa a 50 °C para
eliminar el agua retenida, la cual se cae. Se peso el precipitado y el sobrenadante fue retenido
para determinar la solubilidad de la proteina. Calculandose la CRA como la diferencia entre

el peso hidratado y el peso del original en un gramo de proteina de la siguiente manera:

gramos deH20 retenidos de la muestra)

CRA (gramos de H20/gramo de proteina) =

peso de la muestra (gramos)

o Solubilidad:

Se utiliz6 la metodologia realizada por Mercado (2012) con ciertas modificaciones. Se
transfiere primero el sobrenadante obtenido en la determinacién de CRA a una fiola de 100
ml y luego se enrasé con agua destilada. Posteriormente se determiné el contenido de
proteinas solubles por el método espectrofotométrico de Lowry.

El porcentaje de solubilidad se determiné de la siguiente manera:

Peso (gramos)de proteinas en 100 ml de solucion * 100

Solubilidad (%) =
olubilidad (%) Peso (gramos)de proteinas en la muestra

Para determinar efectos del pH en la solubilidad, se ajust6 los valores de pHa 2,4,6y8

adicionando gotas de HCI 0.1N y NaOH 0.1N hasta que se estabilice el valor de pH.
J Capacidad de absorcion de aceite (CAA):
Para determinar la CAA se siguio el método realizado por Hassan et al. (2010) con ciertas

modificaciones:

34



Se mezclo 4 ml de aceite de maiz con 0.5g del aislado proteico seco en un tubo centrifuga
de 10ml. La mezcla se dejo reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y
seguidamente se centrifugd a 4000 RPM por 25 minutos, descartandose el sobrenadante. La
diferencia entre el peso del sedimento obtenido y el peso seco inicial proporciond la cantidad
de aceite retenido, expresandose los resultados como gramos de aceite/ gramo de proteina.

Aceite (gramos)

CAA =
Aislado proteico (gramos)

o Capacidad de formacién de espuma (CFE):

Se determino por el método descrito por Mercado (2012) en el cual se prepararon soluciones
proteicas de 0.5; 0.75 y 1.0 por ciento ajustandose el pH de cada soluciéna 6, 7 y 8. Una vez
realizada la dispersién se Homogeniz6 por 3 minutos en un equipo homogenizador a 10000
RPM. Se ajustd los valores de pH adicionando gotas de HCI 0.1N y NaOH 0.1N hasta que
se estabilice el valor de pH.

Después de medir el volumen total del batido, se calculd el porcentaje de volumen

incrementado a los 30 segundos de la siguiente manera:

(Vol.despues de batido — Vol.antes de batido) * 100
Volumen antes de batido

% de vol.incrementado =

o Estabilidad de la espuma (EES):

Se determin6 empleando el método mencionado por Onsaard et al. (2010) realizandose el
siguiente procedimiento:

Después de medir el volumen total del batido, se midi6 el volumen de la espuma en la probeta
a un tiempo de 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 y 120 minutos, determinandose en funcion del
pH (6; 7 y 8) y de la concentracion proteica (0.5; 0.75 y 1 por ciento).

Los resultados se calcularon aplicando la siguiente relacion:

(Volumen de espuma a un tiempo determinado) * 100
% EES =

Volumen de espuma a tiempo cero

o Capacidad de gelificacion (CG):

Se determind por el método desarrollado por Zhang et al. (2007) en el cual se prepararon
soluciones proteicas de 5; 10; 15y 20 por ciento (p/v).

Las soluciones se colocaron en tubos de ensayo y fueron calentadas a 90-95 °C en bafio

maria por 60 minutos, luego fueron enfriadas a 4 °C por 60 minutos.
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Después del tiempo mencionado los tubos fueron agitados para determinar la estabilidad del
gel. Los tubos conteniendo los geles estables fueron invertidos y dejados a temperatura
ambiente por 30 minutos. Los resultados fueron reportados en términos de la menor
concentracion de muestra requerida para que el gel permanezca estable después de 30

minutos a temperatura ambiente.

o Capacidad de emulsion (CE) y Estabilidad de la emulsion (EE):

Se determinaron siguiendo el método descrito por Mercado (2012) mediante las siguientes
operaciones:

Se mezcl6 1 gramo de aislado proteico con 20 ml de agua, agitdndose durante 15 minutos.
Posteriormente se ajustd el pH de la solucion proteica a 7 aforandose a 25 ml con agua

destilada.

Se mezclaron los 25 ml de esta solucion proteica con 25 ml de aceite de maiz en una
licuadora por 3 minutos, centrifugandose después de este tiempo a 1300 rpm por 5 minutos.
La CE se expresd en términos de porcentaje, como la altura de la capa emulsificada con
respecto al total del liquido (50ml); esta capa estd compuesta por los lipidos del aceite de
maiz que son miscibles en agua destilada. Se midi6 el volumen de la capa emulsificada

colocéndolo en una probeta graduada.

La EE se determind en términos de colapso de dicha emulsion, esto fue medido después de
2 horas de ser formada la emulsion. Se midié el volumen del remanente de capa emulsificada

colocandolo en una probeta graduada con respecto al volumen inicial de la emulsion.

3.4.4. DETERMINACION DEL COLOR

Se determind con un Colorimetro. El instrumento se calibr6 con una teja blanca estandar de
Hunter (L* = 92.43, a*= 0.86, b*=0.16). La escala de color utilizada fue CIE L*a*b*. Donde
los valores de L* indican la claridad (negro L*=0 y blanco L*= 100), los valores del a*
indican el rojo-verde (rojo a* = 100 y verde a*= - 100), los valores del b* indican el amarillo-
azul (amarillo b* = 100 y azul b*= - 100).

35. METODOLOGIA

Para realizar la extraccion de proteina se realizaron operaciones previas como:
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3.5.1. ACONDICIONAMIENTO DE LOS GRANOS DESAMARGADOS

a. Secado:

Los granos desamargados se secaron en un secador de bandejas durante 18 horas a 65 °C
hasta una humedad menor a 10 por ciento para que tengan un mayor tiempo de vida y facilitar
la molienda.

b. Molienda:

Se molieron los granos secos en un molino manual de discos, posteriormente se determind
una granulometria de malla 20 (850um) con el objetivo de que la muestra pueda ser
desengrasada adecuadamente en el Expeller, debido a que cuando se realizaron pruebas
anteriores a granulometrias mayores parte de los granos molidos se obstruian y quemaban
en el Expeller.

El desamargado se realizé adaptando el método desarrollado por Quispe (2015) mostrandose
el proceso en la siguiente figura:

Tarwi variedad Altagracia

{

PESADO

|

SELECCION Y CLASIFICACION

‘ mp: H20 1:5

REMOIO Tiempo: 48 horas

l Temperatura: 25 °C
TRATAMIENTO TERMICO mp: H20 1:3

Tiempo: 45 minutos

l Temperatura: 90 °C
REMOJO mp: H20 1:5

Tiempo: 4 dias
l Temperatura: 25 °C

Tarwi desamargado

Figura 2: Proceso de obtencion de tarwi desamargado
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C. Desgrasado por Expeller:
Se extrajo el aceite utilizando un Expeller acondicionando la muestra a 8 por ciento de
humedad con el objetivo de facilitar la extraccién, debido a que cuando se realizaron pruebas

con humedades menores los granos molidos y tamizados se quemaron.

d. Molienda:
La torta de tarwi solida obtenida como subproducto de la operacion anterior se molid
utilizando un molino de martillos para disminuir el tamafio de particula y facilitar el

almacenamiento.

e. Tamizado:

La harina de torta de tarwi obtenida de la operacion anterior se tamizo a una luz de malla 60
(250 um) debido a que autores como Akaerue y Onwuka (2010) y Barac et al. (2010) afirman
que un tamafio de particula menor o igual a 300 um es lo suficientemente bajo para que se

pueda realizar una extraccion proteica adecuada y con los mayores rendimientos posibles.

f. Desgrasado por Solvente:
Se extrajo el aceite residual de la torta de tarwi obtenida utilizando un equipo Soxhlet y éter
de petroleo en relacion harina: solvente de 1:7 (gramos:mililitros) durante un tiempo de 8

horas.

Con la harina de torta de tarwi desengrasada (% de grasa < 0.5 por ciento) se realizaron las
siguientes operaciones, utilizandose el método de extraccion alcalina y precipitacion
isoeléctrica recomendado por Jiang et al., y Sanchez-Vioque et al., citados por Mercado
(2012) quienes utilizaron el método de “uno a la vez”, donde se evaluaron diferentes niveles
de una variable manteniendo constante las otras, para tal efecto se utilizaron valores iniciales
de pH: 9, relacion harina desgrasada: solvente 1:20, temperatura: 25 °C y tiempo de

extraccion: 20 minutos recomendados por Hassan et al. (2010) y Mercado (2012).

3.5.2. EXTRACCION PROTEICA

Después de obtener la harina de torta de tarwi desengrasada (contenido graso menor a 0.5%)
y tamizada a malla 60 se realiz la extraccion proteica como se muestra en la Figura 3:

Se utilizd el método de extraccidn alcalinay precipitacion isoeléctrica ampliamente utilizado
por Mercado (2012), Schoeneberger et al. (2015), Barac et al. (2010); ademas se utilizé el

método de “uno a la vez”, el cual fue utilizado por Sanchez Vioque et al. (1999) citado por
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Mercado (2012) evaluando diferentes niveles de una variable y manteniendo constantes las
otras. Para tal efecto se utilizaron valores iniciales de pH 9, temperatura 25 °C, relacion
harina desgrasada: solvente 1:20 y tiempo 20 minutos recomendados por Hassan et al.
(2010) y Eltayeb et al. (2011).

Harina de tarwi desgrasada
Extraccion
alcalina
Centrifugacién | »  Precipitado
‘Filtrado — = 5olidos

l

Solucion proteica

Precipitacion
isoeléctrica

¥
Sﬂglm‘h ) L » Sobrenadante
Centrifugacion

'

Precipitado

l

Lavados/centrifugado

)

Neuntralizacion

Y
Secado por
Atomizacion

L 4
Aislado proteico
de tarwi

Figura 3: Flujo de operaciones para la obtencion del aislado proteico de tarwi
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a. Extraccion alcalina:

Se utilizd NaOH 1N y 3 gramos de harina desgrasada, cuyas variables a evaluar seran: harina
desgrasada: solventes (1:15; 1:20; 1:25; 1:30; 1:35 y 1:40 peso en gramos: volumen en
mililitros); pH (8.5; 9; 9.5; 10 y 10.5); temperatura (25; 40; 50 ;60 y 70 °C) y tiempo (20;

30; 40; 50; 60 y 70 minutos) para extraer la proteina con las diferentes variables.

b. Centrifugacion:
En cada una de las etapas las particulas no solubles fueron eliminadas previa centrifugacion
a 4000 RPM por 20 minutos y a temperatura ambiente; donde el contenido de proteinas

solubles fue determinado de acuerdo con el método espectrofotométrico de Lowry a 750 nm.

C. Purificacion de la solucidn proteica:

Se realizaron algunas operaciones para poder obtener una solucion con la mayor
concentracion de proteinas, eliminando fibras, grasas y carbohidratos solubles. Donde el
sobrenadante se filtré a través de un papel filtro lento con ayuda de una bomba, eliminando
la fraccion sedimentada y recuperando el sobrenadante filtrado, el cual se dejé reposar por 2
horas y posteriormente volvio a ser filtrado utilizando una bomba y papel Whatman N °1

como la solucién final que va a ser precipitada.

d. Precipitacion proteica:
Las proteinas extraidas fueron precipitadas con HCI 1N a diferentes valores de pH (4.2; 4.4;
4.6; 4.8 y 5) recuperandose el precipitado por centrifugacion a 4000 RPM durante 20

minutos y posteriormente lavado.

e. Lavado:

Se lavo el solido obtenido en la operacion anterior con dos lavados a temperatura ambiente;
homogenizandose con una licuadora a minima velocidad, el primer lavado fue con etanol al
20 por ciento (mezcla hidroalcohdlica) con una relacién coagulo proteico/mezcla
hidroalcohdlica (1/10), con la finalidad de disminuir el contenido de polifenoles (Golcalves
et al., citado por Mercado, 2012). Mientras el segundo lavado se realizd con agua destilada
en una relacion coagulo proteico/ agua destilada (1/10), con el objeto de reducir los
contenidos de compuestos no deseables en el producto final tales como fibras solubles,

azucares reductores, sales y eliminar el resto de alcohol. Posteriormente se centrifugd a 4000
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RPM durante 20 minutos, obteniéndose un precipitado mas puro con respecto al contenido

proteico.

f. Neutralizacion y secado:
El precipitado obtenido se ajust6 a pH 7 para facilitar el proceso de atomizacion, después de
realizarse este Gltimo proceso se obtiene el aislado proteico de torta de tarwi en forma de

polvo.

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

En esta investigacion se utilizd un Disefio Completamente al Azar (DCA), el cual es util
debido a que las unidades experimentales son muy homogéneas (Torta de una misma
variedad y con la misma composicion), por lo tanto solo los tratamientos pueden afectar los
cambios en la variable respuesta. En la Figura 4 se presenta el disefio experimental donde
los tratamientos para pH son los 5 valores mencionados en el flujograma anterior (8,5; 9; 9,5
;10 y 10,5); para la relacion materia prima: solvente serdn los 6 mencionados (1:15; 1:20;
1:25; 1:30; 1:35 y 1:40 gramos: mililitros); para la temperatura de extraccién son los 5
mencionados (25; 40; 50 ; 60 y 70°C); para el tiempo de extraccion son los 6 mencionados
(20; 30; 40; 50; 60 y 70 minutos) y para la precipitacion isoeléctrica los 5 valores de pH
mencionados (4.2; 4.4; 4.6; 4.8 y 5) siendo la variable respuesta la cantidad de proteina, la
cual fue determinada a partir de las absorbancias determinadas por el método de Lowry.
Ademas, todos los ensayos y determinaciones fueron realizados por triplicado (tres

repeticiones).

La Figura 4 muestra 5 etapas en las cuales se realizaron los tratamientos:
o La primera etapa consistio en mantener fijos los parametros Temperatura (25 °C),
relacion materia prima: solvente (1:20) y tiempo de extraccion (30 minutos); variando

Gnicamente el pH en valores de: 8.5; 9; 9.5; 10 y 10.5. Se eligio el de mayor proteina soluble.

o La segunda etapa se realizd después de tener el pH de mayor proteina soluble
manteniéndose para las siguientes etapas. Para esta etapa los otros valores como temperatura
(25 °C), tiempo de extraccion (30 minutos) se mantienen constantes; variando Unicamente
la relacion materia prima: solvente en valores de: 1:15; 1:20; 1:25; 1:30; 1:35 y 1:40. Se

eligio el de mayor proteina soluble.
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o La tercera etapa se realiz6 después de tener la relacién materia prima: solvente 6ptima
donde se mantiene este valor para las siguientes etapas. En ésta etapa el tiempo de extraccién
(30 minutos) se mantiene constante; variando Unicamente la temperatura en valores de: 25;

40; 50; 60y 70 °C. Se eligio el de mayor proteina soluble.

o La cuarta etapa se realiz6 después de tener la temperatura a la cual se determina
mayor proteina soluble, utilizando los valores éptimos previamente determinados y variando

Gnicamente el tiempo de extraccion en valores de 20; 30; 40; 50; 60 y 70 minutos.

o La quinta y Gltima etapa se realizd después de obtener los 4 parametros 6ptimos de
extraccion (pH, relacion materia prima: solvente y temperatura) los cuales se mantuvieron
constantes variando Unicamente los valores de punto isoeléctrico en: 4.2; 4.4; 4.6; 4.8 y 5,
determinandose el punto 6ptimo el que tiene menor solubilidad proteica por el método de
Lowry, debido a que en ese valor de pH la proteina en su mayoria precipita quedando

solubles cantidades minimas.

3.7. ANALISIS ESTADISTICOS

Para la maximizacion de la extraccion de proteinas de Lupinus mutabilis a partir de la torta
desgrasada se realizaron todas las determinaciones por triplicado y los resultados fueron
analizados mediante un analisis de varianza (ANVA) para probar si las medias de los
tratamientos son iguales o al menos una es diferente. Ademas, la significacion de las
diferencias entre las medias fue determinada por el test de rangos multiples de TUKEY,
siempre y cuando la prueba de ANVA resulte significativa. El tratamiento de los datos
experimentales obtenidos se complementd utilizando el paquete estadistico
STATGRAPHICS ® CENTURION XV. Se utiliz6 un nivel de significancia de p< 0.05
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
41. MATERIA PRIMA
4.1.1. ANALISIS PROXIMAL DE LOS GRANOS DE TARWI SIN DESAMARGAR

La variedad de tarwi de la especie Lupinus mutabilis utilizada en este trabajo de
investigacion fue Altagracia, la cual proviene de La Libertad y fue cultivada y evaluada
previamente junto con otros 30 ecotipos por el programa de leguminosas de la Universidad
Nacional Agraria La Molina en Ancash y se realizaron los analisis proximales en el INDDA,
resaltando esta variedad con el mayor contenido de proteina (44.5 por ciento de proteina) y
mejor comportamiento agrondmico. Existen valores similares en el contenido proteico con
respecto a las semillas de tarwi utilizadas por Ortega et al. (2010) las cuales fueron cultivadas
en los Andes de Colombia, obteniendo 44.86 por ciento de proteinas; sin embargo el autor
menciona que la de acuerdo a la literatura el tarwi puede contener hasta 51 por ciento de
proteina. Autores como Sosa (2000) que trabajaron previamente con tarwi, usaron semillas
cultivadas en la Sierra Peruana con 42.8 por ciento de proteina; un valor mucho mas bajo
que el utilizado en esta investigacion. La principal razon de esta diferencia es que los granos
son de distintos ecotipos, sin embargo factores como el tipo y porcentaje de nutrientes de los
suelos en los que se cultivaron es otra gran influencia; lo mencionado coincide con Suca
(2016) quien afirma que las propiedades del suelo como la textura, porosidad, composicion
mineralogica y materia organica son las que mas influyen en el desarrollo de las semillas y
raices de las plantas debido a que también influyen en la disponibilidad tanto de agua como

de nutrientes hacia la planta.

Con respecto al contenido proteico de los granos de tarwi. Sosa (2000) afirma que el Lupinus
mutabilis tiene un contenido de proteina de 43.07 por ciento (base seca), siendo la proteina
mas elevada respecto a otras variedades como Lupinus albus, Lupinus angustiofilus y
Lupinus luteus que tienen 16.7, 31.1 y 41.8 por ciento respectivamente afirmando que el
contenido de proteina depende de la especie de lupino. En esta investigacion los granos
utilizados contienen un contenido proteico mayor que el mencionado por los autores siendo

44.5 por ciento.



El analisis de la composicion quimica proximal de los granos con los que se trabajo en esta
investigacion se muestra en el cuadro 7.
Cuadro 7: Anélisis quimico proximal de granos de tarwi sin desamargar y harina

de torta de tarwi desgrasada

COMPONENTE GRANOS DE TARWI HARINA DE TORTA DE

(% EN BASE TARWI DESGRASADA
SECA)

Ceniza 3.21 2.35

Grasa 17.29 0.33

Proteina  (factor 44.5 69.94

6.25)

Carbohidrato 30.16 18.98

4.1.2. OBTENCION DE HARINA DE TORTA DE TARWI DESGRASADA

Durante el procedimiento para la obtencion de la harina desgrasada existié una péerdida de
peso de 25.2 por ciento. La pérdida de peso se debid a la pérdida de aceite y de humedad

ademas que durante el tamizado hubo pérdidas en los diferentes trasvases.

En esta investigacion durante la etapa de desgrasado por Soxhlet (proceso posterior al
desgrasado por Expeller) se utilizd6 como solvente éter de petroleo para desgrasar la torta
molida y tamizada de torta de tarwi; autores como Ogundele y Oshodi (2010), Arango et al.
(2012) y Mercado (2012) quienes obtuvieron un aislado proteico de semillas de meldn,
chachafruto y sacha inchi respectivamente mencionan que el éter de petréleo no ocasiona

ningun tipo de dafio al aislado proteico obtenido.

Los resultados muestran que la torta de tarwi es una muy buena fuente de proteinas, lo cual
justifica el proceso de extraccion de estas. El tiempo total de desgrasado durante la etapa con
solvente (éter de petréleo) fue de 8 horas obteniéndose finalmente un porcentaje de grasa de
0.33, un valor muy 6ptimo y dentro del rango reportado para otras harinas desgrasadas para
el fin de una extraccién proteica adecuada debido a que segiin Fennema (2000)cuando el
contenido de grasa de harinas listas para extraer proteinas se encuentra en concentraciones

superiores a 0.5 por ciento perjudican notablemente las propiedades tecno-funcionales
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especialmente la capacidad de formacion de espuma de los aislados proteicos ya que se
forman emulsiones inestables. Ademas, Goncalves et al., citado por Céardenas (2016)
reportan que los lipidos presentes en los aislados proteicos pueden ocasionar olores rancios,
asi como sabores amargos o astringentes; asi mismo pueden incrementar la retencién de los
compuestos resultantes de la propia oxidacion lipidica, reduciendo el valor nutricional de las

proteinas.

Con respecto al contenido proteico, la harina desgrasada de torta de tarwi contiene 66.14 por
ciento en base himeda y 69.94 por ciento en base seca. Este contenido proteico es mayor en
comparacion con otras harinas desgrasadas reportadas por otros autores en base seca como
Mercado (2012) que trabajo con harina desgrasada de Sacha Inchi (67.23% de proteinas),

Onsaard et al. (2010) que trabajé con harina desgrasada de ajonjoli (42.07% de proteinas).

4.2. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE EXTRACCION DE LA
PROTEINA DE TORTA DE TARWI DESGRASADA

4.2.1. EXTRACCION PROTEICA

Para determinar el calculo del contenido de proteinas solubles se considerd un contenido
inicial de 70 por ciento de proteinas de la harina de torta de tarwi desgrasada. Todos los

ensayos se trabajaron con 3 gramos de harina de torta de tarwi desgrasada.

a. Efecto el pH: Se realizaron pruebas con pH alcalinos. Autores como Calisaya (2011),
Laurente (2016) y Mercado (2012) afirman que los pH alcalinos producen un maximo
contenido de proteina soluble y por lo tanto el rendimiento de extraccién es mucho mayor
que a pH acido, debido a que la alta concentracién alcalina ayuda a aumentar la carga de la
superficie de las moléculas llevando a un aumento de solubilidad en agua. Sin embargo, se
trabajo con pH menores a 11 debido a que autores como Akaerue et al. (2010) sostienen
partir de pH iguales 0 mayores que 11 se provoca una racemizacion de aminoacidos como
lisina y cisteina y formacion de puentes covalentes intra o intermoleculares, disminuyendo

la digestibilidad de la proteina y su valor nutricional.
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La mayor recuperacion de proteina se obtuvo con un pH de 10.5 y correspondi6 a 1.24
gramos de proteina (41.33% de proteina 0 59.04% de solubilizacion). Segun el analisis
estadistico ANVA los incrementos de recuperacion de proteinas fueron significativamente
diferentes (p<0.05). Donde el porcentaje de proteinas extraidas paso de 32.66 a 41.33 por

ciento.
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Figura 5: Efecto del pH en la extraccion de proteina de torta de tarwi

b. Efecto de la relacion harina desgrasada/solvente: La mayor recuperacion de proteina
se obtuvo con larelacion 1/25 y correspondi6 a 1.25 gramos de proteina (41.67 % de proteina
0 59.52% de solubilizacion de las proteinas). Segun el analisis estadistico ANV A se observa
que los incrementos de recuperacion de las proteinas fueron significativamente diferentes
(p<0.05). El porcentaje de proteinas extraidas paso del 31.2 a 41.67 por ciento al aumentar
la relacion de harina desgrasada/solvente de 1/20 a 1/25 sin embargo al aumentar la relacion
de 1/25 a 1/30 el porcentaje de proteinas extraidas disminuy6 de 41.67 a 38.67 por ciento a
pesar de la mayor presencia de solvente. Autores como Kanu et al., citado por Mercado 2012
en sus reportes de extraccion de proteinas utilizando una relacion 1/10 (p/v) para las semillas
de sésamo obtuvieron casi 80 por ciento de recuperacion de proteinas, lo cual se debe al
mayor porcentaje de aminoacidos lipofilicos como triptofano e isoleucina en la composicion
de la proteina de tarwi. Relaciones harina desgrasada/solvente de 1/20 a 1/30 que dieron
méaxima extraccion proteica fueron obtenidas por autores como Onsaard et al. (2010),
Klupsaite y Juodeikiene (2015), Mercado (2012) quienes utilizaron como materia prima

harinas de amaranto, soya y sacha inchi respectivamente. Lo cual segun Klupsaite y
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Juodeikiene (2015) se debe principalmente a que al igual que el tarwi, estas materias primas
poseen globulinas y albiminas como la mayor parte de sus proteinas, siendo muy solubles

en agua y por lo tanto requiriendo mayores cantidades de solvente.
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C. Efecto de la temperatura: La mayor recuperacion de proteina se obtuvo con una
temperatura de 50 °C y correspondi6 a 2.55 gramos de proteina (85% de proteina extraida).
Segun el analisis estadistico ANV A se observa que los incrementos de recuperacion de las
proteinas fueron significativamente diferentes (p<0.05). El porcentaje de proteinas extraidas
paso del 75.33 a 85 por ciento al aumentar la temperatura de la solucion de 40 a 50 °C con
diferencias significativas; manifestandose una disminucion de proteinas extraidas al seguir
aumentando la temperatura de la solucién de 50 a 60 °C. Esta temperatura de méxima
extraccion de proteinas coincide con Akaerue y Onwuka (2010); Mercado (2012) y Jayasena
et al. (2010) para la obtencién de aislados proteicos de frijol mungo, sacha inchi y lupinos
australianos, respectivamente. Ademéas a pH y fuerza idnica constante, un incremento
moderado de la temperatura hasta alrededor de 50 °C mejora la solubilidad de las proteinas;
las temperaturas mas altas conllevan a su desnaturalizacion y a la exposicion de residuos
hidrofobos inicialmente encerrados en el interior de la estructura (Jeantet et al. 2010). Fue
principalmente por este motivo que se descarto la temperatura de 60 °C con respecto a la
extraccion a 50 °C. Si bien el porcentaje de proteina extraida es mayor al porcentaje de
proteina de la muestra (70%), esto se debe a que la albumina sérica (proteina animal) usada

en los andlisis es una proteina muy diferente a la del tarwi (principalmente compuesta por
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globulinas); sin embargo los analisis realizados han sido sometidos a las mismas condiciones

variando Unicamente el parametro de interés.
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Figura 7: Efecto de la temperatura en la extraccion de proteina de torta de tarwi

d. Efecto del tiempo: EI mayor rendimiento en la extraccion de proteinas se di6 a un
tiempo de 60 minutos y correspondi6 a 2.6 gramos de proteina (86.67% de proteina extraida).
Segun el andlisis estadistico ANV A se observo que los incrementos de recuperacion de las
proteinas fueron significativamente diferentes (p<0.05). El porcentaje de proteinas extraidas
paso de 77.33 por ciento de proteina extraida a 86.67 por ciento al aumentar el tiempo de 50
a 60 minutos; manifestandose posteriormente una disminucion de las mismas. Este tiempo
de maxima extraccion coincide con Jayasena et al. (2010), Barac et al. (2010), Akaerue y
Onwuka (2010) y Eltayeb et al. (2011) quienes trabajaron con lupinos australianos, arvejas,
frejoles mungos y mani respectivamente. Si bien el porcentaje de proteina extraida es mayor
al porcentaje de proteina de la muestra (70%), esto se debe a que la aloumina sérica (proteina
animal) usada en los analisis es una proteina muy diferente a la del tarwi (principalmente
compuesta por globulinas); sin embargo los analisis realizados han sido sometidos a las

mismas condiciones variando Gnicamente el parametro de interés.
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Figura 8: Efecto del tiempo en la extraccion de proteina de torta de tarwi
Los pardmetros de maxima extraccion de las proteinas de tarwi fueron: pH (10.5); harina
desgrasada solvente (1:25); temperatura (50 °C) y tiempo (60 minutos). Con estos valores
se procedié a realizar la extraccion alcalina para posteriormente determinar su Punto

Isoeléctrico.

4.2.2. PRECIPITACION ISOELECTRICA

Las proteinas de tarwi mostraron un pl a un pH de 4.4 donde precipité un 88.73 por ciento
de las proteinas y un pH de 4.6 donde precipit6 un 85.24 por ciento de las proteinas. Segun
el analisis estadistico ANV A se observa (Anexo 26) que los incrementos de recuperacion de
las proteinas fueron significativamente diferentes (p<0.05). Sin embargo, la prueba de
comparacién maltiple de medias de Tukey indica que entre pl 4.4 y 4.6 no hay diferencias
significativas. Ademas, Jayasena et al. (2010) en sus investigaciones con lupino de variedad
australiana concluyd que los aislados proteicos elaborados con precipitacion a un rango de
pH de 4.4 a 5.0 no tienen diferencias significativas en cuanto a propiedades tecno-
funcionales como capacidad emulsificante y capacidad de formacion de espuma. Por lo
tanto, se utilizé6 como mejor parametro el pl de 4.6 debido a que de esta manera se ahorra en
reactivos como HCI para acidificar el extracto proteico en comparacion a bajar de manera

constante el pH hasta 4.4.
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Figura 9: Determinacion del punto isoeléctrico (pl) de la proteina de torta de tarwi
Porras et al. (2013) afirman que las globulinas representan la mayor fraccion proteica que
posee la proteina de tarwi. Ademéas Ghaly y Alkoaik (2010) afirman que las globulinas
precipitan a un pH entre 4.4 y 6.8. En la investigacion las mayores precipitaciones proteicas
se encontraron con los valores de pl de 4.4 y 4.6 lo cual concuerda con lo mencionado por

los autores.

Chambal et al. (2012) y Jayasena et al. (2010) afirman que el punto isoeléctrico mas utilizado
para extraer proteinas de leguminosas es 4.5. Por este motivo Jayasena et al. (2010) utilizd
el pH de 4.5 como tratamiento control para evaluar las propiedades tecno-funcionales de

otros aislados con diferente pH.

Hassan et al. (2010) menciona que durante la precipitacion isoeléctrica de los aislados ocurre
la polimerizacion més profunda dando como resultado la insolubilidad de las proteinas.
Segun Mune et al. (2011) la recuperacién incompleta de la proteina puede ser en parte debido
a la pérdida de proteinas solubles durante la precipitacion isoeléctrica o la retencion de
proteinas en los residuos debido a la formacion de complejos con otros componentes de la
semilla. Este fue uno de los motivos por los que se realizd centrifugacion y procesos de
purificaciébn que principalmente ayudaron a eliminar sustancias mucilaginosas y

carbohidratos complejos que contenia la semilla de Tarwi.

Paredes et al., citados por Chee y Ayob (2013) afirman que los procesos aplicados para la

obtencion de aislados proteicos tienen en comun el uso de medios alcalinos para la extraccion
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proteica (pH de 8 a 11) y un medio &cido (pH de 4 a 6) para su precipitacion. En la presente
investigacion los parametros de pH de extraccion y pH de precipitacion resultaron de

acuerdo con lo mencionado por los autores siendo valores de 10.5 y 4.6 respectivamente.

43. LAVADO DEL PRECIPITADO PROTEICO

Se lavo el solido obtenido después de centrifugar la solucién con dos lavados a temperatura
ambiente utilizando una licuadora a minima velocidad para poder homogenizar, donde se
utiliz6 agua y etanol (solucion hidroalcohdlica al 20%). Segun Castel (2010) el uso de las
mezclas hidroalcohdlicas permite una adecuada extraccion de compuestos tales como lipidos
polares y sus productos de oxidacién, fenoles, isoflavonas, esteroles y azlcares. Segun
autores como Kozlowska et al., citado por Mercado (2012), Nadal et al. (2011), Akaure y
Onwuka (2010) estas operaciones de lavados son beneficiosas ya que eliminan sustancias
que perjudican la extraccion de la proteina, pero también generan una pérdida de material
proteico ya sea porque algunas proteinas son solubles en estas condiciones y se eliminan en

los sobrenadantes o porque se pierden en los trasvases.

44. SECADO POR ATOMIZACION

Durante esta etapa la solucion proteica de tarwi fue transformada en polvo, ocupé menos
espacio, y tuvo mayor tiempo de vida debido a la baja actividad de agua. Por lo tanto, el
proceso de atomizado resultd beneficioso. Lopez et al., citado por Mercado (2012) afirma
que las soluciones atomizadas ocupan menos espacio, son faciles de transportar y de facil

agregacion a los sistemas alimentarios.

45. COMPOSICION DEL AISLADO PROTEICO DE TARWI

El contenido de proteinas en base seca del aislado proteico de tarwi es similar a los
reportados por Mercado (2012), Akaerue et al. (2010) y Eltayeb et al. (2011) para la proteina
de sacha inchi, frejol mungo y mani obteniendo valores de 95.1, 89.56 y 93.84 por ciento,
respectivamente.

En el analisis quimico proximal del aislado proteico de tarwi (cuadro 8) se puede evidenciar

un alto contenido de proteinas y una cantidad minima del resto de componentes.
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Cuadro 8: Composicion quimica proximal del aislado proteico de tarwi

COMPONENTE (% EN BASE AISLADO PROTEICO DE TARWI
SECA)
Ceniza 2.51
Grasa 0.22
Fibra 0.14
Proteina 91.79
Carbohidrato 5.34

El contenido de proteinas en base seca del aislado proteico de tarwi es similar a los
reportados por Mercado (2012), Akaerue et al. (2010) y Eltayeb et al. (2011) para la proteina
de sacha inchi, frejol mungo y mani obteniendo valores de 95.1, 89.56 y 93.84 por ciento,

respectivamente.

Klupsaite y Juodeikiene (2015) afirman que los rendimientos en la extraccion proteica y
posteriormente en el contenido proteico del aislado obtenido son influenciados por el tipo de
proteina que contienen las materias primas; en el caso de las leguminosas como el tarwi, las
principales proteinas encontradas son globulinas y albuminas, representando las globulinas
el 70 por ciento de las proteinas del tarwi. Mientras que Delgado y Albarracin (2012)
mencionan que a diferencia de otras leguminosas como Phaseolus vulgaris, Phaseolus
lunatus y Lupinus mutabilis (tarwi o lupino) donde las fracciones mayoritarias han sido las
albuminas y las globulinas, la harina de chachafruto usada para extraccion proteica presentd
un mayor contenido de glutelinas y albuminas ademas de ser deficiente en aminoacidos
azufrados como la metionina y el triptéfano. Lo mencionado por los autores lleva a concluir
que estas matrices alimentarias al tener comportamiento, tipos y contenidos proteicos
diferentes tienen diferentes parametros de extraccion y eso conlleva a las diferencias en el

contenido proteico del aislado obtenido.

En la Figura 10 se puede observar los parametros finales de la extraccion y precipitacion

utilizados para la obtencion del aislado proteico de tarwi:
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Figura 10: Pardmetros finales con los cuales se obtiene el aislado proteico de torta de

tarwi



Nagmani y Prakash citado por Mercado (2012) mencionan que cuando los aislados proteicos
estan en presencia de otros constituyentes como carbohidratos, fibras, filatos o grasas, su
solubilidad y las otras propiedades tecno-funcionales cambian. En esta investigacion gracias
a los lavados, centrifugados y filtrados se eliminaron la mayoria de los componentes no
proteicos como fibras, carbohidratos y grasas obteniendo un aislado proteico con alto

contenido de proteina.

Las variables determinadas y utilizadas en esta investigacién para la obtencion de aislado
proteico de torta de tarwi (atomizado) fue de 57.8 por ciento con respecto a la harina
desgrasada de torta de tarwi. Es decir que de 100 gramos de torta de tarwi se obtienen 57.8

gramos de aislado proteico de tarwi.

4.6. PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES DEL AISLADO PROTEICO DE
TORTA DE TARWI

4.6.1. CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA)

Se trabaj6 con 4 diferentes valores de pH (2; 4; 6 y 8) cada uno con tres repeticiones. El
aislado proteico de torta de tarwi obtuvo un valor intermedio con relacion a otras proteinas
vegetales, alcanzando su maximo valor a un pH de 2 con un valor de 3.74 gramos de
agua/gramo de aislado y para el valor de pH 4 (el cual es cercano al punto isoeléctrico de
4.5) un valor minimo de 1.86 gramos de agua/gramo de aislado. Bouchenak y Lamri (2013)
afirman que la CRA tiene relacion directa con el contenido de aminoacidos polares, lo cual
explica el por qué otros aislados proteicos como los de sacha inchi analizado por Mercado
(2012) tienen menores contenidos de CRA (1.42 gramos de agua/ gramo de aislado) debido
a que esta materia prima tiene mayor cantidad de aminoacidos apolares con respecto al
lupino. Esto también es corroborado por Santacruz et al. (2012) quien afirma que la CRA
aumenta por la capacidad para formar puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua y
de los grupos polares del polipéptido, es decir si se dafian los enlaces de hidrogenos se
traduce en una reduccion en la CRA por parte de la proteina.
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Figura 11: Determinacion de la CRA del aislado proteico de torta de tarwi

Segun el ANVA los resultados obtenidos a distintos valores de pH para el aislado proteico
de tarwi tienen diferencias significativas (p<0.05). Ademas, la prueba de comparacién
multiple de medias de Tukey indica que la mejor CRA resulté a pH 2 (3.74g de agua/g de
aislado), seguido del valor a pH 8 (3.41g de agua/g de aislado) y teniendo como CRA maés
baja a pH 4 (1.86g de agua/g de aislado). La CRA de varios aislados proteicos de fuentes
vegetales (Anexo 31), estan alrededor de los resultados obtenidos para el aislado proteico de

tarwi.

Asgar et al. (2010) menciona que las proteinas presentan la menor CRA en su punto
isoeléctrico, ya que en este valor de pH predominan las interacciones proteina-proteina y
ademas por encima o por debajo del pl la carga neta del aislado proteico se modifica y puede
hincharse y retener mas agua. Esto concuerda con los resultados obtenidos debido a que a
pH 4, un valor muy cercano al punto isoeléctrico (4.5), se obtuvieron los menores valores de

CRA 'y a valores alejados como pH de 2 y 8 se obtuvieron los mayores valores.

Glencross et al. (2010) afirman que la CRA es mayor a valores alejados del punto
isoeléctrico debido a que se causan cambios conformacionales y estructurales debido a un
aumento en las fuerzas de repulsion. EI aumentar ligeramente la temperatura al extraer la
proteina es conveniente para elevar la CRA, debido a que cuando la proteina se calienta los
enlaces que mantienen sus estructuras secundarias y terciarias se debilitan; lo cual provoca
que la mayoria de las moléculas de la proteina comiencen a desplegarse, lo que a menudo
provoca un ligero aumento en la cantidad de agua retenida para interactuar con los grupos

cargados, permitiendo interacciones extensas de ion-agua (Adawy citado por Akaerue y
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Onwuka, 2010). Lo mencionado anteriormente puede ser la razén por la cual el aislado
proteico de tarwi extraido a temperatura de 50 °C tuvo mayor CRA a un mismo pH que otros
aislados que fueron obtenidos a temperatura ambiente como el de mani obtenido por Eltayeb
et al. (2011) (CRA a pH 2 de 2.20 g de agua /g de proteina) sin embargo segin Akaerue y
Onwuka (2010) otros autores tuvieron mayores valores de CRA como 5.00 g/g para aislados

proteicos de semillas secas.

Martinez et al. (2011) quien determind las propiedades tecno-funcionales de semillas de
maracuya obtuvo valores de CRA de 2.7 g de agua/ g de proteina afirmando también que se
encuentra dentro del rango de CRA deseable para un aislado proteico comercial (valor de
CRA mayor a 1.9 g de agua/g de proteina). En todos los tratamientos de pH con excepcion
del valor de pH 4 (CRA 1.86 g de agua/g de proteina) se obtuvieron valores de CRA mayores
a esta cantidad, por lo tanto el aislado proteico de tarwi puede ser incorporado
comercialmente para alimentos que requieran esta propiedad tecno-funcional como los

productos carnicos.

Hassan et al. (2010) afirma que los factores que influyen en la CRA de los aislados proteicos
son el pH y la temperatura, debido a que en aislados proteicos como el del trigo la CRA
aumenta al incrementar el valor de pH y temperaturas. Este comportamiento se puede notar
ya que en el aislado proteico de tarwi al aumentar los valores de pH de 4 a 6 y a 8 hubo
aumentos de CRA. Con respecto a la temperatura, en esta investigacion la CRA se evaluo a

temperatura ambiente (25 °C).

4.6.2. SOLUBILIDAD (SOL)

De acuerdo con el ANVA, la solucion obtenida para el aislado proteico de tarwi los
resultados obtenidos en valores de pH de 2; 4; 6 y 8 tienen diferencias significativas (p<0.05)
indicando una solubilidad mayor a pH 8 obteniendo una media de 87.74 por ciento, ademas
la prueba de comparacién multiple de medias de Tukey indica que la mejor solubilidad fue
a pH 8, seguida de la determinada a pH 2, siendo la solubilidad mas baja la determinada a
pH 4 (media de 19.31%).
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Figura 12: Perfil de solubilidad de la proteina de torta de tarwi

En la Figura 12 se puede observar la curva de solubilidad en forma de V, teniendo como
valor més bajo de solubilidad en el valor de pH 4 y valor mas alto a pH 8 en medio acuoso
teniendo un comportamiento similar al observado para proteinas de otras fuentes, siendo el
valor de solubilidad mayor al reportado por Deng et al. (2011) para aislado proteico de soya
72.1 por ciento de solubilidad a pH de 8. Sin embargo, autores como Ju et al., citado por
Mercado (2012) obtuvo 99.36 por ciento de solubilidad a pH de 11 para proteina de harina
de arroz desengrasada y Ogundele (2010) reportaron ademas un valor de solubilidad maxima
para el aislado proteico de la semilla de mel6n de 96.33 por ciento tambien a pH de 11. En
esta investigacion no se determind la solubilidad a valores mas altos de pH como 9; 10; 11
y 12 debido a que las matrices alimentarias en las que se incorporan los aislados proteicos
no pueden llegar a valores de pH demasiado alcalinos, por el contrario, son de naturaleza

acida o ligeramente alcalina.

La determinacion de la solubilidad de las proteinas de torta de tarwi es de suma importancia
ya que esta propiedad determina su aplicacion en sistemas alimentarios. Mizubuti et al.,
citado por Molina et al. (2013) afirman que la solubilidad proteica es til en productos
alimenticios donde se requieren propiedades como gelificacion, emulsificacion y formacion
de espuma en donde la proteina se encontrara en solucion. Castel (2010) corrobora lo
mencionado anteriormente, afirmando que la solubilidad es una propiedad de suma
importancia que gobierna el comportamiento funcional de las proteinas y su potencial
aplicacion en alimentos procesados, dependiendo del estado fisicoquimico de las moléculas
que puede ser alterado por calentamiento, procesamiento, secado y condiciones de

almacenamiento.
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Basha y Pancholy citado por Mercado (2012) reportan que los valores de pH por encima 'y
por debajo del punto isoeléctrico de las proteinas tienen una carga neta, la repulsion
electrostatica y la hidratacion idnica promueven la solubilizacion de las proteinas. Para la
mayoria de las proteinas la solubilidad minima se produce en su punto isoeléctrico, donde la
repulsion electrostatica y la hidratacion iénica son minimas teniendo la interaccién
hidrofébica en un contenido maximo. Este comportamiento también fue manifestado
experimentalmente por la proteina de tarwi, ya que tuvo solubilidad minima a pH 4, un valor

muy cercano al punto isoeléctrico de su proteina (4.5).

Akaerue y Onwuka (2010) mencionan que el perfil de solubilidad de una proteina es
dependiente del pH y también del tratamiento térmico debido a que en sus pruebas
experimentales cuando la proteina estaba sometida a mayores tiempos de ebullicion la
solubilidad bajaba considerablemente (SOL de 95 a 55%) en comparacion a cuando la
proteina no estuvo sometida a tratamiento térmico. Autores como Zare (2014) también
afirman que la solubilidad es afectada por las condiciones aplicadas en el procesamiento,
como calentamiento, uso de solventes, pH y tamafio de particula. En la presente
investigacion no se sometio al aislado proteico a temperaturas altas, se trabajo a temperatura
ambiente modificando unicamente los valores de pH; ademas en esta investigacion se utilizo
un pH de extraccién de 10.5 y una temperatura de 50 °C, segin los autores estos
procedimientos pudieron haber interferido con los resultados de solubilidad del aislado

proteico de tarwi.

4.6.3. CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE (CAA)

La CAA del aislado proteico de torta de tarwi result6 1.76 gramos de aceite/ gramo de aislado
proteico (El calculo de la CAA se muestra en el Anexo 30). Aguilera (2010) y Eltayeb et al.
(2011) mencionan que los aislado proteicos que tienen mayor CAA tendran mayor nimero
de cadenas laterales no polares (grupos hidrofobos). Ademas, Elizalde et al., citado por
Mercado (2012) reportan que los valores de CAA de diferentes marcas comerciales de
aislados proteicos de soya van desde 1.00 hasta 1.95 g de aceite/ g de aislado. El valor de
CAA obtenido para el aislado proteico de torta de tarwi se encuentra dentro del rango
reportado por estos autores por lo tanto, su incorporacion puede ser Gtil para la aplicacion de

galletas o productos carnicos.
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Navarro et al. (2014), quien determiné la capacidad de absorcién de aceite de aislados
proteicos de la leguminosa llamada guandul o frijol de palo (Cajanus cajan), afirma que este
tiene 1.68 g de aceite/g de aislado de CAA afirmando que este valor es una alta absorcion
de aceite y que posibilita el uso de estos aislados proteicos en productos de panaderia,
carnicos, aderezos para ensaladas, productos lacteos y alimentos infantiles. En esta
investigacion se obtuvo un valor de 1.76 g de aceite/ g de aislado, un valor ligeramente
mayor al mencionado por anteriormente por los autores, por lo tanto el aislado proteico de
torta de tarwi también puede ser incorporado en estas matrices alimenticias. Goncalves et
al., citado por Martinez et al. (2011) afirma que la CAA es un parametro positivo, ya que la
grasa absorbida protege frente a la desnaturalizacion térmica, los aminoacidos hidrofobos
van a ser los principales puntos de interaccion entre lipidos y proteinas; con esto se puede
decir que las proteinas de tarwi al incorporarse en procesamientos de alimentos seran mas

estables al calor.

Aremu et al., citado por Mercado (2012) mencionan gque la CAA es importante porque el
aceite acta como agente que retiene el sabor, aumenta la sensacion en la boca de los
alimentos, mejora la palatabilidad y la extension de la vida Gtil especialmente en productos
de panaderia o productos carnicos; o mencionado por los autores coincide con Aguilera
(2010) quien afirma que la CAA es muy importante en la elaboracion de alimentos fritos asi
como para la estabilidad en su almacenamiento debido a su influencia en el enranciamiento
y en el desarrollo del poder oxidativo siendo estos dos aspectos de especial interés ya que
determinan la aceptacion del producto por parte del consumidor. Mercado (2012) en su
investigacion obtuvo valores de 1.38 y 0.85 g de aceite/g de aislado en aislados proteicos de
sacha inchi y soya respectivamente; estos valores son menores a la CAA obtenida en el
aislado proteico de tarwi (1.76 g de aceite/g de aislado) por lo tanto este aislado seria méas
efectivo para la incorporacion en alimentos que tengan cantidades considerables de grasa.

Akaerue y Onwuka (2010) mencionan que las porciones hidrofébicas de las proteinas
pueden interactuar con los lipidos durante el despliegue de las proteinas a temperaturas
moderadas causando un incremento de la CAA, la cual es afectada por factores como el
contenido proteico, el area superficial, la hidrofobicidad, la carga y topografia del lugar, la

liquidez del aceite usado y el método utilizado.

Aguilera (2010) mencionan que a temperaturas de trabajo mayores a 45 °C durante la

extraccion de alcalina de la proteina ocurre cierta desnaturalizacion de la proteina lo cual
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ocasiona una disminucion de la CAA. En esta investigacion la extraccion de la proteina se
realizO a pH de 10.5 y temperatura de 50°C por lo tanto, se pudo haber causado
desnaturalizacion reduciendo el valor de la CAA en comparacion si se hubiera extraido a

temperaturas menores.

4.6.4. CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA (CFE)

Se evalu6 que tanto se modifica la CFE cuando aumenta la concentracion de proteina y
cuando el pH aumenta. En esta investigacion se trabajaron con tres concentraciones, 0.5,
0.75 y 1 por ciento evaluandose cada una a tres valores de pH diferentes (6, 7 y 8). Los
resultados muestran diferencias significativas con respecto aumenta el pH y también la
concentracion de proteina, por lo tanto se puede decir que la CFE tiene un comportamiento
proporcional con respecto al pH y la concentracion proteica. Esto corrobora lo mencionado
por Vazquez et al., citado por Jayasena et al. (2010) quienes mencionan que a medida que
aumente el pH existe una tendencia marcada con el aumento de la CFE provocada por el
aislado proteico, es decir como el pH aumenta hacia la region alcalina, la carga neta de la
proteina es mayor aumentando la interaccion molecular lo que se traduce en una mejora de

la CFE. El comportamiento mencionado se puede observar en la figura 13.
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Figura 13: Capacidad de formacion de espuma a concentraciones de
0.5%, 0.75%, 1% y diferentes pH

En las figuras se observa como la CFE, es decir el volumen de espuma va aumentando a

medida que aumenta la concentracion y pH. En esta investigacion no se realizé6 aumento a
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valores de pH maés altos debido a que las matrices alimenticias a las que se puede incorporar
un aislado proteico no son de naturaleza altamente alcalina. Segun el ANVA todos los
tratamientos tuvieron diferencias significativas y la prueba de comparacion mdltiple de
Tukey indica que la CFE para concentracion de 1 por ciento para los valores de pH
analizados fue mejor que las concentraciones de 0.5 y 0.75 por ciento, resultando 51.18 por
ciento de CFE a pH 8, 33.74 por ciento a pH 7 y 29.81 por ciento a pH 6.

Chaparro et al. (2014) afirma que la capacidad para formar espuma depende de la cantidad
de proteinas presentes, de su estructura y de la habilidad relativa de esas proteinas para
desnaturalizarse, precipitar y disminuir la tension superficial en la interfase aire-liquido de
la espuma lo cual indica que se necesita buena cantidad de proteinas para tener capacidad
espumante. Kimbonguila et al. (2010) afirma también que la CFE aumenta conforme se
incrementa la concentracion de sélidos, debido a un cambio en la viscosidad de la fase
continua. Esto se pudo corroborar en la presente investigacion debido a que al aumentar la
concentracion de solidos se evidencié un aumento en la cantidad y resistencia de la espuma

generada.

Autores como Martinez et al. (2011); Khalid et al., citado por Mercado (2012) y Jayasena et
al. (2010) afirman que cuando el pH se acerca al punto isoeléctrico la carga neta en la
estructura de la proteina es minima, lo cual la hace menos soluble y en consecuencia tiene
menos flexibilidad para desarrollarse aumentando la tension superficial, reduciendo la
adsorcion de la proteina en la interfaz aire-agua lo que lleva a una reduccion de la CFE.

El valor de CFE para el aislado proteico de tarwi fue mayor que el determinado por Mercado
(2012) para aislado proteico de soya (48.2%) al mismo pH (8) y concentracion (1%) por lo
tanto el aislado proteico de tarwi también puede ser incorporado en alimentos como lo hace
un aislado proteico comercial como el de soya. Sin embargo, el aislado proteico de tarwi
tuvo CFE menor que la determinada por hidrolisis enzimatica por Castel (2010) para aislado
proteico de amaranto (62.13%) esto se puede deber a que el autor afirma que la hidrolisis
enzimatica limitada para proteinas puede sustancialmente mejorar la espumabilidad, debido
a la mayor exposicion de areas hidrofdbicas y flexibilidad molecular de los polipéptidos lo

que mejora su afinidad por la interfase y aumenta la velocidad de adsorcion.

lonescu et al., citado por Benelhadj et al. (2016) reporta que la pérdida de grasa conduce a
una mejora de la CFE, debido a que la grasa perjudica notablemente la CFE de los aislados

proteicos ya que los lipidos son mas tensoactivos que las proteinas por lo que adsorben
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rapidamente en la interfase aire-agua e impiden la adsorcion de las proteinas durante la
formacion de la espuma. En la investigacion tanto la torta desengrasada de tarwi como el
aislado proteico de tarwi tuvieron valores menores de 0.5 por ciento por lo tanto segun estos
autores no tendria ningun efecto negativo sobre la CFE, mostrandose asi el valor real de esta

propiedad tecno-funcional.

Fennema citado por Mercado (2012) afirma que la CFE y estabilidad de espuma dependen
de varios parametros como el tipo de proteina y el grado de desnaturalizacién, ausencia o
presencia de iones de calcio, pH, temperatura y los métodos de agitacion. Con respecto a lo
mencionado por los autores, las diferencias de resultados con otros autores pueden deberse
al pH de extraccion, temperatura de trabajo y al método de agitacion ya que en esta
investigacion se trabajo la CFE con un homogenizador a 10000 RPM ya que otros autores

como Mercado (2012) y Eltayeb et al. (2011) trabajaron con licuadora a méxima velocidad.

4.6.5. ESTABILIDAD DE LA ESPUMA (EES)

Muchos alimentos deben su textura caracteristica a la existencia de una estructura espumada
como panes, tortas esponjosas, merengues, helados, bebidas batidas y champagne; en cuyas
espumas su estructura esta estabilizada por la presencia de proteinas adsorbidas en la
interfase aire/ solucion, estas imparten a los alimentos atributos de textura deseables en
virtud de la capacidad de atrapar, encapsular y retener gas que generalmente es aire o dioxido
de carbono (Silvas, 2013).

Las proteinas que poseen buenas propiedades espumantes generalmente son de origen
animal (huevo o leche) pero debido a motivos nutricionales, a su alto costo y en muchas
circunstancias a su falta de disponibilidad se estan investigando las proteinas vegetales para

poder utilizarse en reemplazo total o parcial de las mismas (Martinez et al. 2011).
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La espuma formada por el aislado proteico de torta de tarwi fue mas estable a medida que
aumento el pH y concentracion es decir tuvo el mayor valor de EES a pH 8 y a 1 por ciento
de concentracion sin embargo para todas las concentraciones la EES no super6 el 35 por

ciento después de 120 minutos.

Nassar citado por Mercado (2012) menciona que la espuma es mas estable a valores de pH
alejados del punto isoeléctrico. Es decir, la region acida como pH 2 y la region alcalina
pH>7. Jayasena et al. (2010) reportaron que existe una relacion directa con el pH es decir
conforme aumenta el valor de pH aumenta la EES. Lo mencionado por los autores se puede
corroborar con los resultados obtenidos debido a que en los aislados a mayor concentracion

de proteina hubo mayor EES y lo mismo ocurri6 con el pH.

pH 6
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Figura 14: Estabilidad de la espuma (EES) formada por el APT (aislado proteico de
tarwi a pH 6
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Delgado y Albarracin (2012) afirman que la espuma es un coloide de muchas burbujas de
gas atrapadas en un liquido o sélido y la razon por las que se genera la espuma es porque las
proteinas son de superficie activa. Las proteinas solubles pueden reducir la tension
superficial en la interfaz entre las burbujas de aire y el liquido rodeado. Por lo tanto, la
coalescencia de las burbujas esta obstruida; de acuerdo con el tipo de proteina las moléculas
de proteina pueden desplegarse e interactuar entre si para formar una pelicula proteica
multicapa con una mayor flexibilidad en la interfaz de liquido de aire, como resultado es

mas dificil que las burbujas de aire se rompan y asi la espuma se estabiliza mas.

Martinez et al. (2011) afirman que es recomendable que la estabilidad de la espuma sea entre
50 a 70 por ciento dependiendo del producto para los sistemas alimenticios que requieren
espuma como las tortas y helados. Por lo tanto, de acuerdo a lo mencionado por los autores
el aislado proteico de tarwi no seria adecuado para este tipo de productos ya que en el caso
de 120 minutos después de formada la espuma tanto para pH 6 como 7 y como 8 la EES esta

por debajo del 35 por ciento.

Mercado (2012) quien trabajé con aislados proteicos de sacha inchi determind para estos
aislados a pH 8 y 1 por ciento de concentracién, valores de EES de 33 por ciento un valor
que en comparacion al obtenido en esta investigacion (30.78%) es considerablemente mayor.
Esto puede deberse a lo afirmado por Aguilera (2010), quien menciona que las moléculas de
proteinas flexibles presentan una excelente capacidad de formar una espuma mas estable,
sin embargo las moléculas ordenadas globulares como las globulinas y albuminas presentan
menor CEE debido a que estas son incapaces de reducir la tensién superficial de la interfase
aire-agua. Esto puede corroborarse ya que el tarwi posee en su estructura proteica mayor

cantidad de globulinas en comparacion del sacha inchi.

Ge et al., citado por Deng et al. (2011) afirma que la solubilidad es a menudo necesaria para
la Capacidad de Formacion de Espuma, pero no siempre puede ayudar a la Estabilidad de
Espuma Eltayeb et al. (2011) y Chaparro et al. (2014) corroboran lo mencionado
anteriormente por los autores, afirmando que las harinas con alta solubilidad y alta capacidad
de formacidon de espuma pueden formar grandes burbujas de aire rodeadas de una pelicula
de proteina menos flexible, es decir que estas burbujas de aire pueden ser mas féciles de
colapsar y en consecuencia reducen la estabilidad de formacion de espuma. En esta

investigacion el aislado proteico de tarwi a pesar de ser evaluado a un pH de 8 tuvo una alta
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solubilidad (83%); considerable CFE (51.18%) pero una baja EES a los 120 minutos, con lo

que se puede corroborar lo mencionado por estos autores.

4.6.6. CAPACIDAD DE GELIFICACION (CG)

La CG resultd en los aislados proteicos con concentracion de 15 y 20 por ciento debido a
que el gel no fue lo suficientemente compacto en las concentraciones de 5y 10 por ciento.
Firatligil y Evranuz (2010) mencionan que la gelificacion es un pardmetro cualitativo que
expresa la minima concentracién de proteina a la que el gel no se desliza a lo largo de las
paredes de tubos de ensayo en posicion invertida; afirmando que cuanto menor sea la
concentracion de gelificacion mejor es la CG de las proteinas. Segin Akintayo et al., citado
por Mercado (2012) la CG de distintas leguminosas oscila entre 12 a 15 por ciento de
concentracion de aislado proteico. De acuerdo con esto la concentracion del aislado proteico
de tarwi esta dentro de estos valores ya que se necesitd una concentracion de 15 por ciento

para formar un gel estable.

Boye et al. (2010) mencionan que la CG no solo es afectada por la concentracion proteica
sino también por la presencia de componentes no proteicos lo cual corrobora Mercado (2012)
quien afirma que la variacion de la CG podria estar vinculada a la proporcion relativa de los
diferentes componentes de proteinas, carbohidratos y lipidos, ya que la interaccién entre
estos componentes puede afectar la CG. Es posible que este sea el motivo por el cual el
aislado proteico de tarwi tuvo mayor CG que tanto para los aislados de soya determinado
por Mercado (2012) y que el de spirulina determinado por Benelhadj et al. (2010) ya que
estos tuvieron menor cantidad de componentes no proteicos en comparacién con el aislado

proteico obtenido en esta investigacion.

Pomeranz citado por Mercado (2012) afirman que las proteinas forman dos tipos de geles:
el coagulo y geles transparentes. El tipo de gel que forma una proteina esta influenciado
principalmente por su composicion de aminoacidos; las proteinas que contienen una alta
cantidad de aminoacidos no polares tienden a formar geles tipo coagulo, mientras que las
proteinas que contienen una alta frecuencia de aminoacidos hidréfilos forman geles
transparentes; esto es corroborado por Martinez et al. (2011) quien afirma que la gelificacion
no solo es funcion de la cantidad de proteina sino del tipo de proteina extraida. Laurente
(2016) quien determind el perfil de aminoacidos de 2 variedades de tarwi (Variedad

Yunguyo y Variedad Negra de Sacacatani) obtuvo mayor cantidad del aminoacido alanina
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en relacién con los otros aminoacidos; la alanina tiene como caracteristica principal ser de
caracter altamente hidrofébico y de acuerdo con lo mencionado por los autores explicaria la
consistencia y el tipo de gel formado por el aislado proteico de tarwi, el cual tuvo gel tipo

coagulo.

Benelhadj et al. (2010) afirm6 que autores que determinaron CG para las proteinas de
microalgas obtuvieron valores muy bajos de CG (2.5%), lo cual se debe a la presencia de
dicloruro de Calcio en estos aislados debido a que los iones de calcio tienen un efecto
estabilizador sobre la estructura cuaternaria frente a la disociacién. Por lo tanto, es posible
que si el aislado proteico se incorpora en alimentos ricos en calcio como los lacteos se puedan
obtener geles de bajay mejor CG. Sin embargo, la CG de varios aislados proteicos de fuentes
vegetales (Anexo 34), estan alrededor de los resultados obtenidos en esta investigacion para

el aislado proteico de torta de tarwi.

4.6.7. CAPACIDAD DE EMULSION (CE) Y ESTABILIDAD DE EMULSION (EE)

Los resultados de CE y EE para el aislado proteico de tarwi fueron 63.38 y 50.51 por ciento
respectivamente. Comparando estos valores a los determinados por Mercado (2012) en
aislados proteicos de sacha inchi (59.11 % de CE y 16.67% de EE) y de soya (55.81% de
CE y 13.37% de EE) respectivamente. Kanu et al., citado por Mercado (2012) mencionan
que la desnaturalizacion y la solubilidad pueden mejorar la CE de las proteinas debido a la
mayor superficie hidrofébica y la flexibilidad, lo cual podria explicar la mayor CE del
aislado proteico de tarwi debido a que tuvo valores de solubilidad mayores, ademas el aislado
fue extraido a pH 10.5 y temperaturas de 50 °C, parametros que son capaces de

desnaturalizar ligeramente la proteina.

La estabilidad de emulsion depende del contenido de polielectrolitos (Eltayeb et al. 2011).
Con esto se puede afirmar entonces que el tarwi tiene mayor contenido de estos compuestos
en comparacion de la soya y el sacha inchi, pero menor contenido que el germen de trigo ya
que Hassan et al. (2010) determind para la proteina de este producto una EE de 67.01 y EC
de 70.28 por ciento.

Mune et al. (2011) mencionan que existen varios factores que influyen sobre la CE y EE
como las caracteristicas estructurales y quimicas, el grado de hidrolisis, el contenido y

arreglo de los aminoacidos, el peso molecular, las regiones hidrofébicas, el tipo de agitacién
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y las condiciones que prevalecen en el medio tales como la temperatura, pH y efectos
ibnicos. En esta investigacion se utiliz6 un equipo homogenizador a 10000 RPM,
temperatura ambiente (25 °C) y no se trabajé con valores distintos de pH sino Unicamente
con pH 7. Jayasena et al. (2010) mencionan que existe una variacion de CE en diferentes
valores de pH sin embargo Vasquez et al., citados por Mercado (2012) determinaron que la
CE no parece estar influenciada por el pH, ya que en el rango evaluado los resultados de esta

propiedad fueron muy similares.

Aguilar y Vélez (2013) quienes trabajaron con harina de garbanzo mencionan que la
capacidad emulsionante se ve afectada por el tratamiento térmico, ya que cuando realizé sus
pruebas en el producto crudo obtuvo mayor CE que en el producto cocido a microondas;
pero menciond que con respecto a la EE, todos los tratamientos tuvieron el mismo
comportamiento; lo mencionado por los autores corrobora con los resultados de Akaerue y
Onwuka (2010) quien determiné una reduccién significativa (p<0.05) de la CE de aislados
proteicos de frejol mungo al realizar tostado. En esta investigacion, para determinar la CE y

la EE el aislado proteico de tarwi solo se trabajé a temperatura ambiente.

Autores como Ogueke et al. (2010) afirman que para mejores propiedades tecno-funcionales
de aislados proteicos es recomendable realizar el malteado, ya que determiné mayor CE para
la proteina de soya malteada en comparacion de la no malteada; lo cual segun el autor se
debe al mayor contenido proteico debido al malteado. En esta investigacion no se realizaron
pruebas de malteado, sin embargo es recomendable realizarlas en la materia prima antes de
la extraccion de aceite con el principal objetivo de que el malteado no influya en la calidad

del aceite obtenido.

Prinyawiwatkul et al., citado por Chaparro et al. (2014) mencionan que la CE esta més
influenciada por la calidad que por la cantidad de proteinas solubles; ademéas menciona que
la cantidad adecuada de proteinas solubles en la solucion es necesaria para promover la
trampa de las gotas de aceite lo que resulta en un aumento de la CE. Por lo tanto, se puede
afirmar que gracias a la solubilidad mayor obtenida en el aislado de tarwi en comparacién a

los aislados de soya y de sacha inchi se pudieron tener valores de CE mayores.

Jayasena et al. (2010) mencionan que uno de los ejemplos de buen emulsionante
comunmente utilizado es la lecitina presente en la yema de huevo. Sin embargo, la lecitina

es un ingrediente alimentario relativamente caro y hay una demanda de sustitutos de bajo
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costo. Una de las posibilidades de sustitutos podria ser el aislado proteico de tarwi, ya que
este es obtenido de un residuo de la industria aceitera (torta de tarwi); un residuo que muchas
veces es eliminado y otras desechado motivo por el cual el costo de inversion es minimo y
se pueden tener aislados proteicos con propiedades tecno-funcionales muy buenas como las
que se obtuvo en esta investigacion para la CE y EE; valores mucho mayores en comparacion

con el aislado proteico de soya, el cual es altamente comercial.

Silvas (2013) afirma que las emulsiones son importantes por la utilidad y el buen aspecto
que ofrecen a los consumidores siendo las mas importantes las olecacuosas (aceite como
fase dispersa y agua como la fase continua) sin embargo hay casos en los que no esta
claramente definido el tipo de emulsion debido a que la fase interna o externa en lugar de
ser homogénea contiene porciones de la fase contraria. Ademas, el autor afirma que la
emulsién es un sistema de dos fases que consta de dos liquidos parcialmente miscibles uno

de los cuales es dispersado en el otro en forma de glébulos.

4.7. COLOR DEL AISLADO PROTEICO

Los resultados de la determinacion de color (Cuadro 9) de la torta de tarwi, harina desgrasada
y aislado proteico de tarwi muestran que el valor L* se incremento considerablemente desde
que era torta de tarwi hasta la obtencidn del aislado proteico de tarwi. Silvas (2013) menciona
que el color y la apariencia en general son los primeros indicadores de calidad de los
productos alimenticios, ademas la presencia de un bajo indice de blancura (WI1) posiblemente
se debe a la presencia de compuestos fendlicos; el autor también afirma que para tener
aislados menos oscuros se requieren condiciones inversas que para tener un mayor
rendimiento; es decir mientras que para obtener un mayor rendimiento se requieren de pH
de extraccion mas alcalinos para obtener aislados proteicos con mayor W1 el pH no debe ser
muy alcalino sino debe ser cercano a la neutralidad. Se podria decir entonces que las
condiciones utilizadas en la extraccion alcalina (pH 10.5; relacién harina desgrasada:
solvente 1:25; temperatura 50 °C; tiempo: 60 minutos) y procedimientos como el
desgrasado, lavados con mezclas hidroalcoholicas y centrifugados que eliminan lipidos y
compuestos fenolicos empleados para obtener el aislado proteico de tarwi; aumentaron el
indice de blancura de la torta (WI= 39.15) hasta la obtencion del aislado proteico (WI
=59.59), sin embargo el uso de pH muy alcalino en la extraccion no contribuy6 a obtener

aislados de maximos indices de blancura (W1).
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Muzquiz et al. (2011) afirma que el color debe tomarse muy en cuenta cuando se van a
enriquecer harinas de cereales con aislados proteicos, debido a que estos no deben modificar
el color de las harinas en la elaboracién de panes, galletas entre otros, siendo uno de los
principales indicadores de calidad de los productos. En comparacion con los aislados

proteicos de soya (L* 70.21) y de sacha inchi (L*= 73.20) analizados por Mercado (2012)

el aislado proteico de tarwi (L*=77.14) tuvo mayor valor de luminosidad teniendo mejor
calidad con respecto al color y por lo tanto cuando se incorpore en alimentos no perjudicaria
el color de éstos.

Cuadro 9: Valores de escala de color CIE L] all b [Jy WI para la torta de tarwi,

harina desgrasada de tarwi y aislado proteico de tarwi

TORTADE HARINA DE AISLADO
TARWI TORTA DE TARWI PROTEICO
DESGRASADA DE TARWI
L 63.48+0.04 75.47+£0.02 77.14+0.02
ax 1.48+0.05 0.57+0.02 1.37+0.03
b 8.11+0.05 6.42+0.04 5.85+0.02
indice de Blancura 39.15+0.04 56.21+0.03 59.59+0.02
(WI= L*- 3b*)

Molina et al. (2013) afirma que la eliminacion de aldehidos, cetonas, alcoholes y fenoles es
deseable ya que en presencia de oxigeno pueden oxidarse y reaccionar con los aminoacidos,
modificando el color (parduzco) del aislado proteico. En la presente investigacion se
realizaron dos lavados (agua y mezcla hidroalcoholica) con el principal objetivo de eliminar
compuestos fenolicos para que el indice de blancura sea lo mas elevado posible y asi durante
el almacenamiento no afecten el color; por lo tanto segin estos autores si no se hubieran

realizado estos lavados el aislado proteico obtenido tendria un menor indice de blancura.
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4.8.
INDUSTRIA ALIMENTARIA

POTENCIALES USOS DEL AISLADO PROTEICO DE TARWI

EN LA

De acuerdo con los valores determinados en esta investigacion con respecto a las

propiedades tecno-funcionales del aislado proteico de tarwi, los potenciales usos y

aplicaciones en la industria alimentaria pueden ser los siguientes:

Cuadro 10: Usos potenciales del aislado proteico de tarwi

PROPIEDAD TECNO-FUNCIONAL

MATRICES ALIMENTICIAS
DESTINADAS

Capacidad de Retencion de Agua (CRA)

Productos cérnicos frescos, carnes o pulpas

de fruta congeladas, hamburguesas, quesos

Capacidad de Emulsion (CE) y Estabilidad de
Emulsién (EE)

Tortas, productos lacteos, mayonesa,

aderezos, carnes trituradas

Capacidad de Absorcion de aceite (CAA)

Mezclas para pasteles, embutidos, productos

lacteos, helados.

72




V. CONCLUSIONES

Es factible la obtencion de un aislado proteico de un subproducto como la torta de tarwi,
cuyos parametros mas adecuados y de méaxima extraccion proteica fueron pH 10.5,

relacion harina desgrasada: solvente 1:25, temperatura 50 °C y tiempo de 60 minutos.

El rendimiento de extraccion de aislado proteico fue de 57.8 por ciento con respecto a
la harina desgrasada de torta de tarwi, la cual tiene 70.12 por ciento de proteinas en base

Seca.

Con los parametros de extraccion establecidos la proteina de tarwi tuvo 91.27 por ciento

de solubilidad proteica.

El aislado proteico de tarwi tiene una composicion en base seca de 91.79 por ciento de
proteinas: 2.51 por ciento de cenizas, 0.22 por ciento de grasa, 0.14 por ciento de fibra

y 5.34 por ciento de carbohidratos.

Las propiedades tecno-funcionales del aislado proteico de tarwi presentaron valores con
rangos comerciales para: solubilidad, CAA, CRA, CFE, CE y EE; y las de menores
magnitudes fueron CG y EES a los 120 minutos.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas en diversas matrices alimenticias incorporando el aislado proteico de

tarwi de acuerdo con sus caracteristicas tecno-funcionales.

Realizar un estudio de optimizacion de la extraccion de las proteinas de tarwi utilizando

la metodologia de superficie respuesta.
Determinar el perfil aminoacidico y la calidad nutricional del aislado proteico de tarwi.

Evaluar y comparar las propiedades tecno-funcionales de un aislado proteico de tarwi

obtenido por extraccién alcalina y de otro obtenido en el proceso de optimizacion.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: TARWI O LUPINO EN BANDEJAS LISTO PARA DESHIDRATAR

ANEXO 2: TARWI DESHIDRATADO LISTO PARA LA MOLIENDA




ANEXO 3: TARWI TAMIZADO EN MALLA 20 PARA DESPUES REALIZAR LA
EXTRACCION DE ACEITE

ANEXO 4: TORTA Y ACEITE DE TARWI DURANTE LA EXTRACCION EN
EXPELLER
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ANEXO 5: TORTA DE TARWI OBTENIDA DESPUES DE LA EXTRACCION DE
ACEITE

ANEXO 6: EXTRACCION PROTEICA DE LA HARINA DESGRASADA DE
TARWI

ANEXO 7: EQUIPO UTILIZADO PARA LA FILTRACION DE LA SOLUCION
PROTEICA

L/
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ANEXO 8: EXTRACTOS PROTEICOS LISTOS PARA LA PRECIPITACION

ANEXO 9: EXTRACTOS PROTEICOS AJUSTADOS A PH CERCANO AL
PUNTO ISOELECTRICO

ANEXO 10: COAGULO PROTEICO LISTO PARA SER LAVADO CON AGUA'Y
ALCOHOL




ANEXO 11: AISLADO PROTEICO EN POLVO OBTENIDO DURANTE EL
PROCESO DE ATOMIZACION

ANEXO 12: CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA A DIFERENTES
CONCENTRACIONES (PH 8)

ANEXO 13: DETERMINACION DE SOLUBILIDAD PROTEICA DE EXTRACTOS
PROTEICOS

86



ANEXO 14: DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE
ACEITE (CAA)

ANEXO 15: DETERMINACION DE CAPACIDAD GELIFICANTE A
DIFERENTES CONCENTRACIONES (5%, 10%o, 15% Y  20%
RESPECTIVAMENTE)

v
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ANEXO 16: CURVA ESTANDAR DE SOLUCION DE ALBUMINA MEDIANTE EL
METODO DE LOWRY
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ANEXO 17: RESULTADOS PARA DETERMINAR EL PH DE MAXIMA

EXTRACCION PROTEICA

Concentracion
de proteina mg |mg de proteina
Concentracion |en 6.5ml de en1mlde mg de proteina en
de proteina soluciony 0.05 [solucion el volumen de
pH Absorbancia | Volumen (ml) [mg/ml ml de proteina  [proteica. proteina Proteina soluble (gramos) |  Promedio
R1 0.369 0.131 0.853 17.061 648.303 0.65
R2 0.367 0.129 0.838 16.758 636.788 0.64
8.5 R3 0.369 38 0.131 0.853 17.061 648.303 0.65 0.64
R1 0.4 0.167 1.088 21.758 805.030 0.81
R2 0.391 0.157 1.020 20.394 754.576 0.75
9 R3 0.397 37 0.164 1.065 21.303 788.212 0.79 0.78
R1 0.405 0.173 1.126 22.515 788.030 0.79
R2 0.41 0.179 1.164 23.273 814.545 0.81
9.5 R3 0.42 35 0.191 1.239 24.788 867.576 0.87 0.82
R1 0.432 0.205 1.330 26.606 931.212 0.93
R2 0.441 0.215 1.398 27.970 978.939 0.98
10 R3 0.45 35 0.226 1.467 29.333 1026.667 1.03 0.98
R1 0.477 0.257 1,671 33.424 1236.697 1.24
R2 0.462 0.240 1.558 31.152 1152.606 1.15
10.5 R3 0.495 37 0.278 1.808 36.152 1337.606 134 1.24
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ANEXO 18: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
TRATAMIENTO PH

Pruebas de Multiple Rangos para Proteina Soluble por Tratamiento pH

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento pH | Casos |Media Grupos Homogéneos
8.5 3 0.646667 |X
9 3 0.783333 X
9.5 3 0.823333 X
10 3 0.98 X
10.5 3 1.24333 X
Contraste |Sig. | Diferencia =/- Limites
85-9 d -0.136667 0.0970657
85-95 " -0.176667 0.0970657

85-10 o -0.333333 0.0970657

85-105 |* -0.596667 0.0970657
9-95 -0.04 0.0970657
9-10 - -0.196667 0.0970657
9-105 ” -0.46 0.0970657
9.5-10 5 -0.156667 0.0970657
95-105 |* -0.42 0.0970657
10-10.5 2 -0.263333 0.0970657

* indica una diferencia significativa.

ANEXO 19: RESULTADOS PARA DETERMINAR LA RELACION HARINA
DESGRASADA/SOLVENTE DE MAXIMA EXTRACCION PROTEICA

Concentracion
de proteina mg |mg de proteina
Concentracion |en 6.5ml de enlmlde mg de proteina en
de proteina soluciony 0.05 |solucion el volumen de
Mp/Solvente Absorbancia | Volumen (ml) [mg/ml ml de proteina |proteica. proteina Proteina soluble (gramos) |  Promedio

R1 0.498 0.28 1.83 36.61 732.12 0.73
R2 0.492 0.27 1.78 35.70 713.94 0.71

1:15 R3 0.501 20 0.29 1.85 37.06 741.21 0.74 0.73
R1 0.436 0.21 1.36 27.21 952.42 0.95
R2 0.428 0.20 1.30 26.00 910.00 0.91

1:20 R3 0.435 35 0.21 135 27.06 947.12 0.95 0.94
R1 0.42 0.19 1.24 24.79 1313.76 131
R2 0.404 0.17 1.12 22.36 1185.27 1.19

1:25 R3 0.412 53 0.18 1.18 23.58 1249.52 1.25 1.25
R1 0.379 0.14 0.93 18.58 1170.27 1.17
R2 0.374 0.14 0.89 17.82 1122.55 1.12

1:30 R3 0.381 63 0.15 0.94 18.88 1189.36 119 1.16
R1 0.335 0.09 0.60 11.91 1000.36 1.00
R2 0.328 0.08 0.54 10.85 911.27 0.91

1:35 R3 0.331 84 0.09 0.57 11.30 949.45 0.95 0.95
R1 0.312 0.06 0.42 8.42 884.55 0.88
R2 0.318 0.07 0.47 9.33 980.00 0.98

1:40 R3 0.314 105 0.07 0.44 8.73 916.36 0.92 0.93
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ANEXO 20: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
TRATAMIENTO HARINA DESGRASADA/SOLVENTE

Pruebas de Multiple Rangos para Proteina Soluble por Tratamiento mp:solvente

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
1:15 3 0.726667 |X

1:40 |3 0.926667 X

120 |3 0.936667 X

1:35 3 0.953333 X

1:30 |3 1.16 X

1:25 3 1.25 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
1:15-1:20 . 021 0.113278
1:15-1:25 . 0.5 0.113278
1:15-1:30 » 0.113278
1:15-1:35 . 0.113278
1:15-1:40 » 0.113278
1:20 - 1:25 - 0.113278
1:20 - 1:30 . 0.113278
1:20-1:35 0.113278
1:20 - 1:40 0.113278
1:25-1:30 0.113278
1:25 - 1:35 " 0.113278
1:25-1:40 . 0.113278
1:30-1:35 . 0.113278
1:30 - 1:40 - 0.113278
1:35-1:40 0.113278

* indica una diferencia significativa.

ANEXO 21: RESULTADOS PARA DETERMINAR LA TEMPERATURA DE
MAXIMA EXTRACCION PROTEICA

Concentracion
de proteina mg {mg de proteina
Concentracion |en6.5mlde  |en1mide  |mgde proteinaen
deproteina  |soluciony 0.05 |solucion el volumen de
Temperatura (°C) Absorbancia | Volumen (ml) |mg/ml ml de proteina |proteica. proteina Proteina soluble (gramos) |  Promedio
R1 0.455 023 1.50 30.09 1564.73 1.56
R2 0.461 0.24 1.55 31.00 1612.00 161
25 R3 0.462 52 0.24 1.56 3115 1619.88 162 1.60
Rl 0.564 0.36 233 46.61 2330.30 233
R2 0.551 034 223 44.64 23182 223
40 R3 0.549 50 034 L0 4433 216.67 L0 2.26
R1 0.593 0.39 2.5 51.00 255000 2.5
R2 0.588 0.39 2,51 50.24 2512.12 2,51
50 R3 0.598 50 0.40 2.59 51.76 2587.88 259 2.55
Rl 0.562 0.36 232 46.30 222,55 L0
R2 0.568 0.36 236 47.21 2266.18 221
60 R3 0.563 48 0.36 232 46.45 229.8 223 224
R1 0.549 0.34 L2 44.33 2083.67 2.08
R2 0.551 034 223 44.64 2097.91 210
70 R3 0.556 47 0.35 221 45.39 PARERY) 213 211
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ANEXO 22: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
TRATAMIENTO TEMPERATURA

Pruebas de Multiple Rangos para Proteina Soluble por Tratamiento Temperatura

Metodo: 95.0 porcentaje LSD

Nivel |Cases |Media Grupos Homogéneos
25 3 158667 |X

70 3 2.10333 X

60 3 2. X

40 3 2.27 X

30 3 2.33 X

Contraste | Sig. iferencia +/- Limites
25-40 - 0.0683943
25-30 * 0.0683943
25-60 * 0.0683943
25-70 * 0.0683943
40- 350 - 0.0683943
40-60 0.0683943
40-70 * 1 0.0683943
30 - 60 * 3 0.0683943
50-70 » 446667 0.0683943
60-70 * 36667 0.0683943

* indica una diferencia significativa.

ANEXO 23: RESULTADOS PARA DETERMINAR EL TIEMPO DE MAXIMA
EXTRACCION PROTEICA

Concentracion
de proteina mg |mg de proteina
Concentracion |en6.5mide  [en1mlde mg de proteina en
de proteina  |soluciony 0.05 |solucion el volumen de
Tiempo (min) Absorbancia | Volumen (ml) {mg/ml ml de proteina |proteica. proteina Proteina soluble (gramos) |  Promedio

R1 0.503 0.29 1.87 37.36 1980.27 1.98
R2 0.508 0.29 191 38.12 2020.42 2.02

20 R3 0.51 53 0.30 192 38.42 2036.48 2.04 201
R1 0.528 0.32 2.06 41.15 2181.03 2.18
R2 0.536 0.33 2.12 42.36 2245.27 2.25

30 R3 0.527 53 0.32 2.05 41.00 2173.00 2.17 2.20
R1 0.541 0.33 2.16 43.12 2242.30 2.24
R2 0.548 0.34 221 44.18 2297.45 230

40 R3 0.54 52 0.33 2.15 42.97 2234.42 2.23 2.26
R1 0.551 0.34 2.23 44.64 2321.09 2.32
R2 0.554 0.35 2.25 45.09 2344.73 2.34

50 R3 0.547 52 0.34 2.20 44.03 2289.58 2.29 2.32
R1 0.593 0.39 2.55 51.00 2550.00 2.55
R2 0.601 0.40 2.61 52.21 2610.61 2.61

60 R3 0.604 50 0.41 2.63 52.67 2633.33 2.63 2.60
R4 0.581 0.38 2.46 49.18 2459.09 2.46
RS 0.585 0.38 249 49.79 2489.39 2.49

70 R6 0.581 50 0.38 2.46 49.18 2459.09 2.46 2.47
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ANEXO 24: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
TRATAMIENTO TIEMPO

Pruehas de Multiple Rangos para Proteina Soluble por Tratamiento Tiempo minutos

Metode: 93.0 porcentaje LSD

Nivel | Casos | Media Grupos Homogéneos
20 3 201333 |X

30 3 22 X

40 3 225667 HE

30 3 228333 K

10 3 247 X

60 3 2.5%667 X

Comtrasie | 8ig. | Diferencia +/- Limites
20- 30 * 0.156667 0.0646386
20 - 40 # -0.243333 0.0646386
20- 50 = -0.27 0.0646356
20 - 60 * -0.583333 0.0646886
20-70 # -0.436667 0.0646386
30-40 -0.0366667 0.0646356
30 - 50 * -.0833333 0.0646386
30 - 60 = -0.396667 0.0646356
30-70 * -0.27 0.0646386
40 - 50 -0.0266667 0.0646386
40 - 60 = -0.34 0.0646356
40 - 70 * -0.213333 0.0646886
30 - 60 # -0.313333 0.0646386
30-70 = 0.186667 0.0646356
60 - 70 * 0.126667 0.0646886

* indica una diferencia significativa.

ANEXO 25: RESULTADOS PARA DETERMINAR EL PUNTO ISOELECTRICO
DE LA PROTEINA DE TARWI

Concentracion
de proteina mg |mg de proteina
Concentracion |en6.5mide  |enImlde mg de proteina en
deproteina  |soluciony 0.05 |solucion el volumen de
Punto Isoelectrico Absorbancia | Volumen (ml) {mg/ml ml de proteina |proteica. proteina Proteina soluble (gramos) |  Promedio
R1 0321 0.08 0.49 9.79 518.76 0.5
R2 0347 011 0.69 1373 727.55 073
42 R3 0333 46 0.09 0.58 1161 615.12 0.62 0.62
Rl 0.287 0.04 0.3 4.64 15,73 0.25
R2 0.287 0.04 0.3 4.64 15,73 0.25
44 R3 0.283 48 0.03 0.20 4,03 2361 0.2 0.24
R1 0.297 0.05 031 6.15 319.88 032
R2 0.292 0.04 0.27 539 280.48 0.28
4.6 R3 0.298 ] 0.05 0.32 6.30 321.76 033 031
R1 032 0.07 0.48 9.64 501.09 0.50
R 031 0.06 0.41 8.12 42230 042
48 R3 0301 47 0.05 0.34 6.76 351.39 035 0.42
R1 0328 0.08 0.54 10.85 542.42 0.54
R2 0.335 0.09 0.60 1191 595.45 0.60
5 R3 0331 47 0.09 0.57 1130 565.15 0.57 0.57
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ANEXO 26: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA EL
PUNTO ISOELECTRICO

Pruehas de Multiple Rangos para Proteina Soluble por Tratamiento Punto Isoelectrico

Método: 93.0 porcentaje LSD

Nivel |Cases | Media Grupos Homogéneos
44 3 0.236667 |X

46 3 0.31 X

43 3 0.416667 hA

3 3 0.57 X

42 3 0.623333 X

Contraste | Sig. | Diferencia +/- Limites
42-44 ® 0.386667 0.0876324
421-456 = (313333 0.0976324
42-48 ® 0.206667 0.0976324
42-3 0.0533333 0.0976324
44-446 -0.0733333 | 0.0976324
44-48 = 0.18 0.0976324
44-3 = -0.333333 0.0976324
46-48 * -0.106667 0.0976324
46-3 = .26 0.0976324
48-3 = (.153333 0.0576324

* indica una diferencia significativa.

ANEXO 27: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA LA EES
DE APT AL 0.5 POR CIENTO

Pruebas de Multiple Rangos para EES % por pH

Meétodo: 35.0 porcentaje LSD

ANEXO 28: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA LA EES

pH |Casos | Media Grupos Homogéneos
8 3 6.07 £

7 3 7.24333 x

8 3 8.40667 X

Contraste | Sig. | Diferencia | +/~ Limites
6-7 * -1.17333 0.502485
6-8 * -2.33667 0.502485
7-8 * -1.16333 0.502485

* indica una diferencia significativa.

DE APT AL 0.7 POR CIENTO

Pruebas de Multiple Rangos para EES % por pH

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

pH |Casos | Media Grupos Homogéneos
6 3 143233 |X

7 3 18.38 X

8 3 21.3167 X

Contraste  |Sig. | Diferencia | +/~ Limites
6-7 * -4.05667 1.80633

6-8 * -6.99333 1.80633

7-8 * -2.93667 1.80633

* indica una diferencia sigmficativa.
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ANEXO 29: COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY PARA LA EES
DE APT AL 1 POR CIENTO

Método: 95.0 porcentaje LSD

Pruebas de Miltiple Rangos para EES % por pH

pH |Casos |Media  |Grupos Homogéneos
6 |3 20,0867 |X

T3 2235 X

g |3 30.7867 X

Contraste |Sig. |Diferencia  |+/~ Limites
6-7 * -2.26333 1.37157
6-8 i -10.7 1.37157
7-8 * -8.43667 1.37157

* indica una diferencia significativa.

ANEXO 30: CALCULO DE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE (CAA)
DEL AISLADO PROTEICO DE TARWI

PESO FINAL
(TUBO+
PESO AISLADO
PESO | A1sLapo PROTEICO +| ACEITE CAA (G
TUBO | prOTEICO | PESO ACEITE | RETENIDO | ACEITE/G | PROMEDIO
(G) (G) TOTAL | RETENIDO) | (GRAMOS) | AISLADO) CAA
R1 6.154 0.5251 6.6791 7.6092 0.9301 1.77
R2 | 6.2509 0.5313 6.7822 7.6889 0.9067 1.71
R3 6.262 0.5291 6.7911 7.7421 0.951 1.80 1.76
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ANEXO 31: CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA PARA OTROS AISLADOS
PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL

AISLADO PROTEICO CRA (G DE AGUA/ G AUTOR

DE AISLADO)
Caupi 1.38 Butt y Batool (2010)
Guisante 1.52 Butt y Batool (2010)
Soya 5.45 Martinez et al. (2011)
Semillas de guayaba 1.3 Martinez et al. (2011)
Semillas de maracuya 2.4 Martinez et al. (2011)
Garbanzo 1.47 Aguilar y Vélez (2013)
Frijol Mungo 1.12 Akaerue et al. (2010)
Soya 5.00 Akaerue et al. (2010)
Habas 3.00 Akaerue et al. (2010)
Sacha Inchi 5.16 Mercado (2012)

ANEXO 32: CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE PARA OTROS
AISLADOS PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL

AISLADO PROTEICO | CAA(GDEACEITEG AUTOR

DE AISLADO)
Quinchoncho 1.68 Butt y Batool (2010)
Caupi 1.45 Butt y Batool (2010)
Soya 1.13 Butt y Batool (2010)
Guisante 1.40 Butt y Batool (2010)
Trigo 1.61 Hassan et al. (2010)
Mani 1.02 Eltayeb et al. (2011)
Frejol mungo 1.02 Akaerue et al. (2010)
Soya 0.85 Mercado (2012)
Sacha Inchi 1.39 Mercado (2012)
Semillas de maracuya 0.81 Martinez et al. (2011)
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ANEXO 33: CAPACIDAD DE FORMACION DE
AISLADOS PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL

ESPUMA PARA OTROS

AISLADO PROTEICO EES % AUTOR
Quinchoncho (60 min) 71 Butt y Batool (2010)
Caupi (60 min) 65 Butt y Batool (2010)
Frijol mungo (60 min) 58 Butt y Batool (2010)
Guisante (60 min) 79 Butt y Batool (2010)
Semillas de maracuya 47 Martinez et al. (2011)
Mani 50.1 Eltayeb et al. (2011)
Soya (120 min) 13.37 Mercado (2012)
Sacha Inchi (120 min) 16.67 Mercado (2012)

ANEXO 34: ESTABILIDAD DE ESPUMA PARA OTROS AISLADOS PROTEICOS

DE FUENTE VEGETAL

AISLADO PROTEICO CFE % AUTOR
Quichoncho (3%) 68 Butt y Batool (2010)
Caupi (3%) 69 Butt y Batool (2010)
Soya 45.17 Mercado (2012)
Sacha Inchi 54.67 Mercado (2012)
Semillas de maracuya 98.8 Martinez et al. (2011)
Mani 219 Eltayeb et al. (2011)
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ANEXO 35: CAPACIDAD DE GELIFICACION PARA OTROS AISLADOS

PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL

AISLADO PROTEICO CG (%) AUTOR

Sacha Inchi 15 Mercado (2012)
Soya 10 Mercado (2012)
Frijol mungo 16 Butt y Batool (2010)
Guisante 18 Butt y Batool (2010)
Quinchoncho 14 Butt y Batool (2010)
Caupi 16 Butt y Batool (2010)
Algas 2.5 Benelhadj et al. (2016)
Mani 18 Eltayeb et al. (2011)

ANEXO 36: CAPACIDAD Y ESTABILIDAD DE EMULSION PARA OTROS
AISLADOS PROTEICOS DE FUENTE VEGETAL

AISLADO CE (%) EE (%) AUTOR

PROTEICO
Sacha Inchi 59.11 16.67 Mercado (2012)
Soya 55.81 13.37 Mercado (2012)
Frijol mungo 41.1 21 Butt y Batool (2010)
Guisante 455 43.19 Butt y Batool (2010)
Quinchoncho 49.5 83.30 Butt y Batool (2010)
Caupi 47.5 52.2 Butt y Batool (2010)
Trigo 60.62 57.95 Hassan et al. (2010)
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