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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Nutricion y Calidad del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias, Estacion Experimental Santa
Catalina, Provincia de Pichincha. EIl objetivo fue obtener proteina hidrolizada de
quinua Chenopodium quinoa willd a partir de un aislado proteico con buenas
propiedades funcionales, especialmente de solubilidad, alta digestibilidad, calidad
proteica y como alternativa interesante para el desarrollo de nuevos productos.
Entre los objetivos especificos planteados: se evalué dos métodos para la obtencién
de un aislado proteico por precipitacion isoeléctrica y por via enzimatica, se
determind los pardmetros tecnolégicos para la obtencion de un hidrolizado proteico
y se evalud las propiedades funcionales, nutricionales del hidrolizado.

En la evaluacion de los dos métodos para la obtencion de un aislado proteico, fue
mejor por precipitacion isoeléctrica por presentar mayor contenido de proteina en
el tratamiento T2 a pH 9 con Na (OH) 1N, precipitacion con acido citrico a pH 4,5
y un lavado condiciones adecuadas que permiten obtener una cantidad apreciable

de proteina libre de polisacaridos insolubles y fibra cruda.

Para el proceso hidrdlisis de la proteina se tomé el aislado por precipitacion
isoeléctrica con 66,21% de proteina, consiguiendo un grado de hidrélisis 13,37%
porcentaje de aminoéacidos liberados en relacion a la proteina original con los
siguientes pardmetros concentracion de enzima papaina a 0,159 ualg enzima,
temperatura de 65°C con Na (OH) 1N a pH 6,5 se obtuvo un hidrolizado proteico
con 73,41% en proteina.

La evaluacién de las propiedades funcionales y nutricionales en el hidrolizado
proteico de quinua present6 un indice de dispersibilidad de 83,71%, solubilidad de
la proteina de 85,35%, capacidad espumante de 125%, capacidad de retencion de
agua 0,33 gyg proteina; aceite 0,56 gg proteina Y Una digestibilidad de la proteina
hidrolizada de 87,75% propiedades que le permiten contribuir caracteristicas

deseables a un alimento.
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ABSTRACT.

This study was conducted in the Laboratorio de Nutricion y Calidad at the Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias, Estacion Experimental Santa Catalina,
in the Pichincha Province. The goal was to obtain quinoa hydrolyzed protein
Chenopodium quinoa willd from beginning from an isolated protein having good
functional properties, especially when it comes to solubility, high degree of
digestibility and high quality protein, representing interesting alternatives to the
development of new products. Among the specific objectives set out were the
following: Two methods were assessed in order to obtain isolated protein, by
isoelectric precipitation and through enzymatic means. Technological parameters
were determined for obtaining hydrolyzed protein isolate hence, evaluating the
functional and nutritional properties of the hydrolyzed element.

During the evaluation of the two methodologies used for the collection of the
protein, it was determined that the isoelectric precipitation worked best to get better
protein content when using a T2 treatment at pH9 with Na (OH) 1N, citric acid
precipitation at pH 4,5 and a wash off under adequate conditions that allow

obtaining a high quantity of polysaccharide-free, insoluble, raw fiber protein.

For the protein hydrolysis process, the isolate was taken through isoelectric
precipitation with 66, 21% from the protein, obtaining a hydrolysis degree of 13,
37%, released amino-acids percentage compared to the original protein used with
the following concentration parameters of the Papain enzyme at 0,159 uA/g enzyme,
temperature at 65°C with Na (OH) 1N, pH 6, 5 obtaining hydrolyzed protein with

73, 41% protein concentrate.

The assessment of quinoa’s hydrolyzed protein functional and nutritional properties
showed a dispensability index of 83,71%, protein solubility at 85,35%, frothing
capacity at 125%, water retention capacity at 0,33 g/g protein, oil 0,56 g/g protein
and finally hydrolyzed protein digestibility at 87,75%. Such properties allow the

release of desirable contributing characteristics to certain food.

XXi



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 PROBLEMA

.En el Ecuador el desarrollo de alternativas de industrializacion de la quinua ha sido
minima, aun cuando se sabe que de la quinua se pueden obtener multiples productos
(Peralta E. , 2011).

La quinua Chenopodium quinoa willd es considerada como un gran alimento, ya
que forma parte de la soberania alimentaria de los pueblos y naciones latinas. A
partir de este grano se puede obtener varios productos que pueden ser aprovechados
e incorporados en la alimentacion, uno de ellos es la proteina con un contenido
moderado de este nutriente (11,00-21,30%) en comparacién con la carne (20%);
contiene 16 aminodacidos de los 24 existentes entre los que se destaca la lisina, por
lo que en calidad nutricional es comparable con las proteinas de la leche, huevos y

carne fuentes proteicas de origen animal.

Hoy en dia la situacién nutricional en la poblacion ecuatoriana es un motivo de
preocupacion debido a los malos habitos alimenticios que afectan el estado
nutricional, lo que determina una gran falencia en la alimentacién y grandes
problemas de mal nutricion que pueden llegar a presentarse especialmente en
personas de tercera edad que requieren una cantidad de proteina de 63 g/ dia, madres
embarazadas 71g/dia que es una porcion superior a la indicada ya que diariamente
laingesta recomendada de proteina en personas sanas es 0,8 g/Kg/dia segln su peso,
el cuerpo humano necesita una porcion diaria de proteina (FAO/OMS/UNU, 2010).

En nuestro pais, la quinua es comercializada en grano para el consumo familiar, sin
un valor agregado significativo, lo que perjudica tanto al productor como al
consumidor por no tener alternativas del producto en presentaciones que permitan

un mayor consumo diario y asi aprovechar sus bondades nutricionales.’



1.2 JUSTIFICACION

La calidad de vida de los ecuatorianos se ve afectada, en parte por los habitos
alimenticios inadecuados que repercuten en su estado nutricional. Por esta razon se
busca diversificar la utilizacion de este grano andino nutritivo, con el fin de que
pueda ser considerada como fuente alimenticia de primer orden para la poblacion
ecuatoriana y se modifique al menos parcialmente, la matriz de exportacion, de
grano primario a proteina aislada, base para la produccion de otros alimentos como

leches maternizadas, bebidas funcionales, productos cérnicos y otros.

En ciertos productos, las proteinas de origen animal pueden ser reemplazadas por

proteinas vegetales, debido a sus propiedades funcionales y nutricionales.

Esta investigacion estd encaminada a la obtencion de un hidrolizado proteico, con
buenas propiedades funcionales, especialmente de solubilidad, alta digestibilidad y
agradable al consumidor, caracteristicas Gtiles en el desarrollo de bebidas nutritivas
y como alternativa interesante para el desarrollo de nuevos productos (Villacrés &
Ruales, 2014).

Los sectores de la poblacion a los que van dirigidos estos hidrolizados son diversos:
personas de la tercera edad, nutricion hospitalaria, colaciones para nifios y en
general como base para la elaboracion de productos alimenticios orientados a
regimenes especiales. En el campo de la industria alimenticia la proteina
hidrolizada de quinua tiene diversas aplicaciones como emulsificante, espumante y

fortificante.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL.

Obtener proteina hidrolizada de quinua Chenopodium quinoa willd a partir de un

aislado proteico.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Evaluar dos métodos para la obtencion de un aislado proteico a partir de la

quinua.

» Determinar los parametros tecnoldgicos para la obtencion de un hidrolizado

proteico de quinua.

» Evaluar las propiedades funcionales de un hidrolizado proteico de quinua.

» Evaluar las propiedades nutricionales de un hidrolizado proteico de quinua.



1.4 HIPOTESIS

1.4.1 HIPOTESIS NULA.

Ho= los métodos utilizados precipitacion isoeléctrica y enzimatica para obtener un

aislado proteico presentan iguales rendimientos en proteina.

1.4.2 HIPOTESIS ALTERNATIVA.

Hi= los métodos utilizados precipitacion isoeléctrica y enzimatica para obtener un

aislado proteico presentan diferentes rendimientos en proteina.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 QUINUA

La quinua Chenopodium quinoa willd, es una planta dicotiledonea de cultivo
sudamericano cuya semilla se ha disparado en popularidad como alimento durante
los 30 ultimos afios, sobre todo en Europa y América del Norte, pero también en la
region Andina. Ademas, es considerada como uno de los alimentos mas completos
que dispone el ser humano por presentar un adecuado balance de aminoacidos que
se aproximan a los requerimientos nutricionales recomendados por la FAO (Bazile,
Bertero, & Nieto, 2014).

De acuerdo a Revelo (2010) este grano andino, es un alimento de excepcional valor
nutritivo principalmente por su alto contenido de proteina (11,00-21,30%), casi el
doble con respecto a otros cereales como son el arroz y el trigo. Asi mismo, es rica
en aminoacidos esenciales, almiddn, grasa, minerales y vitaminas en diferente
proporcion lo que ha hecho que la quinua sea llamada como “grano madre”, por ser

comparable con la leche materna en cuanto a su valor nutricional.

2.1.1 DESCRIPCION FISICA DEL GRANO DE QUINUA

Segun Cervilla & Miranda (2015) mencionan que el grano de quinua es un aquenio,
es decir posee una envoltura externa que se desprende facilmente del grano.
Ademas, su semilla es de forma lenticular, elipsoidal, cdnica o esferoidal y presenta

tres partes bien definidas que son: episperma, embrion y perisperma.



El episperma esta constituido por cuatro capas: una externa de superficie rugosa,
quebradiza que se desprende facilmente al frotarla, en ella se ubica la saponina que
da el sabor amargo al grano. Asi mismo, otra de sus partes es el embrion que esta
formado por dos cotiledones y una radicula como se ve en la Fig.1, este constituye
el 30% del volumen total de la semilla; es de color amarillento y con cierta
frecuencia se encuentran tres cotiledones, posee la mayor cantidad de proteina que
alcanza del 35-40%, mientras que en el perisperma solo del 6,3 al 8,3% de la

proteina total del grano.

Por lo tanto, el perisperma es el principal tejido de almacenamiento y esta
constituido mayormente por granos de almidon, es de color blanquecino y

representa practicamente el 60% de la superficie de la semilla (Vicente, 2013).
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Figura 1. Corte longitudinal del grano de quinua (Prego, Maldonado, & Otegui, 1988).

2.1.2 COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRICIONAL DE LA
QUINUA

Segun Velasquez et al (2014) indican que nutricionalmente, este pseudocereal se
destaca por ser fuente de proteinas de calidad, fibra dietética, grasas poliinsaturadas
y minerales. Es decir consumir quinua brinda muchos nutrientes importantes para

una dieta equilibrada a fin de obtener una buena nutricion general.

A continuacion se muestra en la tabla 1, la composicion nutricional de la quinua.



Tabla 1. Composicion nutricional de la quinua en porcentaje

NUTRIENTES %

Humedad 9,40-13
Proteina 11,00-21,30
Fibra 2,10-4,90
Carbohidratos 53,50-76.20
totales

Grasa 5,30-6,40
Cenizas 3,36

Calorias 351

Fuente: la quinua y Kafiiwa (Tapia, 2010).

Entre los mas importantes aminoacidos que posee la quinua, estd la lisina
importante para el desarrollo del cerebro, la arginina e histidina béasicos para el
desarrollo del ser humano durante la infancia. No obstante, es pobre en grasa con
un contenido de 4 a 9%, de los cuales la mitad contienen &cido linoleico esencial

para la dieta humana (Mufioz, Montero, & Montesdeoca, 2012).

En la tabla 2, apreciamos el perfil de aminoacidos presentes en el grano de quinua.

Tabla 2. Perfil de aminoacidos de quinua en 100g de proteina.

AMINOACIDOS  QUINUA  AMINOACIDOS  QUINUA (%)

ESENCIALES (%) NO
ESENCIALES

Histidina 4.6 Acido glutamico 16,2
Isoleucina 7,0 Cisterina 7,0
Leucina 7,3 Serina 48
Lisina 8,4 Tirosina 6,7
Metionina 5,5 Prolina 3,5
Fenilalanina 5,3 Alanina 4,7
Treonina 5,7 Glicina 5,2
Triptéfano 1,2 Acido aspartico 8,6
Valina 7,6

Argina 7.4

Fuente: Perfil de aminoacidos de quinua (Sierra, 2012).



Por otra parte, la semilla de quinua es uno de los pocos alimentos de origen vegetal
que es nutricionalmente completo, tanto por su composicion, por la cantidad y la
calidad de las proteinas que lo convierten en una alimento valioso para la vida
humana segin Meyhuay (2012) en comparacion a otros cereales como son: el trigo,

arroz, y maiz como se presentan en la tabla 3.

Tabla 3 Composicion quimica y valor nutricional de la quinua comparado con otros

cereales.

Componentes (%) Quinua Trigo Arroz Maiz
Valor energético kcai1oog 350,00 305,00 353,00 338,00
Proteinas 13,81 11,50 7,40 9,20
Grasa g/ 1009 5,01 2,00 2,20 3,80
Hidratos de Carbono g100g 59,74 59,40 74,60 65,20
Agua g/100g 12,65 13,20 13,10 12,50
Ca mgr00g 66,60 43,70 23,00 150,00
P mg/100g 408,30 406,00 325,00 256,00
Mg mg/100g 204,20 147,00 157,00 120,00
K mg/100g 1040,00 502,00 150,00 330,00
Fe mgr00g 10,90 3,30 2,60
Mn mg/100g 2,21 3,40 1,10 0,48
Zn mg/100g 7,47 4,10 2,50

Fuente: “Quinua el grano de los Andes” (Comité de exportacion de quinua, 2009)

2.1.3 ZONAS DE PRODUCCION

Segun la FAO (2013) la quinua es cultivada en los Andes desde hace mas de siete
mil afios y considerada un grano sagrado por los pueblos originarios, debido a sus
caracteristicas nutricionales, excelente balance de aminoacidos y &cidos grasos
esenciales, es rico en vitaminas, minerales y libre de gluten; lo que confirma su
potencial para contribuir a la seguridad alimentaria, a la lucha contra el hambre y la
desnutricion. Se encuentra de forma nativa en todos los paises de la region andina
encontrandose desde Colombia (Pasto) hasta el norte de Argentina (Jujuy y Salta)

y el sur de Chile.

En el Ecuador, las principales zonas de produccion estan en Chimborazo, Imbabura,
Cotopaxi, Tungurahua, Pichincha, Cafar y Carchi en mayor proporcion de

superficie cultivada de quinua (Sanchez C. , 2012).



La produccion de quinua a nivel nacional se encuentra en el orden de 3699,63
Tm/afio y en la actualidad en el pais existen 4559,13 hectareas sembradas de este
producto exotico andino, debido a que ahora hay un creciente interés a escala

mundial por su alto valor nutritivo (INEC, 2014).
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Figura 2 Distribucion geografica actual y potencial del cultivo de quinua en el Ecuador
(Peralta & Mazén, 2014).

2.14 PROTEINA DE LA QUINUA

La quinua contiene proteinas de alto valor biol6gico, es decir todos los aminoacidos
incluidos los esenciales los que el organismo es incapaz de fabricar y por tanto
requiere ingerirlos con la alimentacion.

Segun la FAO (2013) los valores del contenido en la proteina de quinua esta

compuesta por aminoacidos, ocho de los cuales estan considerados esenciales tanto

para nifios en edad preescolar, escolar como para adultos, como se muestra en la

tabla 4.



Tabla 4 Comparacion de los perfiles de los aminoacidos esenciales de la quinua y otros
cultivos seleccionados con el patrén de puntuacién recomendado por la FAO para edades
comprendidas entre 3 y los 10 afios (g/100g de proteina).

FAO Quinua Maiz Arroz Trigo
Isoleucina 3,0 49 4,0 4,1 4,2
Leucina 6,1 6,6 12,5 8,2 6,8
Lisina 4,8 6,0 29 3,8 2,6
Metionina 2,3 5,3 4,0 3,6 3,7
Fenilalanina 4,1 6,9 8,6 10,5 8,2
Treonina 2,5 3,7 3,8 3,8 2,8
Triptoéfano 0,66 0,9 0,7 1,1 1,2
Valina 4,0 4.5 5,0 6,1 4.4

Fuente: Dietary protein quality evaluation in human nutrition (FAO, 2013).

2.1.4.1 Proteinas

Para Mckee (2014) las proteinas son moléculas complejas que despefian muchas
funciones en los seres vivos. Ademas, estdn compuestas de uno o mas polipéptidos
Ilamados aminoécidos que se encuentran tanto en células animales como en

vegetales.

Por otra parte en la nutricion, las proteinas poseen un papel fundamental ya que
proporcionan nitrégeno y aminoacidos que podrian ser utilizados para las sintesis

de las proteinas y otras sustancias nitrogenadas (Galvez, Flores, & Gonzalez, 2013).

Es decir, son muy necesarias para la vida por que desemperian la mayor parte de
funciones en las células de todos los seres vivos y son fundamentales para el

crecimiento, desarrollo, reparacion y para el buen funcionamiento del organismo.

2.1.4.2 Estructura de las proteinas

Segun Feduchi et al (2015) concluyen gue las proteinas son muy importantes y que
cumplen con una extraordinaria diversidad de funciones en los seres vivos, tales

como:

-Estructural que confiere elasticidad.
-Resistencia a 6rganos y tejidos.

-Transporte de hemoglobina o albumina que trasladan oxigeno y &cidos grasos.
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-Enzimaética que actian como biocatalizadores de las reacciones quimicas del
metabolismo celular.

-Defensiva, las inmunoglobulinas que ayudan a las defensas del cuerpo.
-Reguladora, la insulina que se encarga de regular la glucosa en la sangre entre

otras.

Por consiguiente, una proteina presenta varios niveles de organizacién. Es decir,
posee una estructura primaria, la cual corresponde a la secuencia de aminoacidos
ligados entre si por enlaces covalentes. Asi mismo, tiene una estructura secundaria
y terciaria que se refieren a la organizacion tridimensional de la cadena
polipeptidica y por ultimo, una estructura cuaternaria que corresponde a la
distribucion geomeétrica entre las diversas cadenas polipeptidicas unidas entre si por
enlaces que en la mayoria no son covalentes, hasta formar un complejo proteico
(Mckee & Mckee, 2014).

Las estructuras de las proteinas se muestran en la Figura 3.

2.1.4.3 Calidad de las proteinas

La calidad de una proteina depende en gran parte de la concentracion de sus
amino&cidos y su digestibilidad. Es decir si una proteina es incompleta en uno o
mas aminoacidos esenciales, se denomina ‘“aminoacido limitante” cuyas
concentraciones de aminoacidos se hallan por debajo de los niveles de proteina de

referencia (Padron, Oropeza, & Montes, 2015).

Por lo tanto, las proteinas al poseer uno o mas aminoacidos limitantes restringen la
sintesis proteica en el organismo y no pueden ser utilizadas completamente. Sin
embargo, al presentar baja calidad y ser deficiente en aminoacidos puede mejorarse
nutricionalmente, suplementadose con otra proteina rica en ese aminoacido
esencial. Por ejemplo, la mezcla de proteinas de cereales con proteinas de
leguminosas que proporciona un contenido en aminoacidos esenciales completo y

bien equilibrado (Fennema, 2010).
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2.1.5 ALMIDON DE LA QUINUA

Para Barros (2012) la quinua es una fuente importante de carbohidratos, su
contenido de almidon es de 54% en base seca, presenta dos tipos de cadenas
polimeras, una es lineal, Ilamada amilosa con 7,1y 11,2% de contendio en la quinua
y la otra parte con ramificaciones llamada amilopectina con una estructura
molecular muy parecida al del almidon ceroso, con un grado de cristalinidad de
35% aproximadamente en comparacion al almiddn del trigo y a la cebada.

Ademas, el almidon de quinua muestra mayor viscosidad, capacidad de retencion
de agua, poder de hinchamiento, como también la temperatura de gelatinizacion es
mayor; en resultados que reflejan un mejor desempefio como agente espesante para
rellenos, pero pobre para la elaboracion de panes (Bazile, Calandri, Alanoca, &
Alercia, 2014).

En otras palabras, el almidén es la principal sustancia de reserva de energia en los
vegetales. Se encuentra en tubérculos y en todos los cereales, en donde representa
entre el 60 y 70% de su composicion quimica. Si bien la quinua no es un cereal
dado a que pertenece a las quenopodiaceas, su contenido en almidon es proximo a
aquellos valores, motivo por el cual se lo denomina “pseudocereal” (Calandri,
2015).

A continuacion se detalla los dos polimeros que presenta el almidon

2.15.1 Amilosa

La amilosa es una cadena lineal de unidades de glucosa, unidas por enlaces a (1-4)
y por moléculas que poseen pocas ramificaciones por enlaces o (1-6) entre 0,3-0,5%
que pueden estar presentes. Sus ramificaciones pueden ser muy largas o muy cortas,
pero los puntos de ramificacidn estan separados por largas distancias con pesos de
alrededor de 10° (Fennema, 2010).

Por otra parte, la amilosa es una molécula que no es soluble en agua, pero puede
formar micelas hidratadas por su capacidad de enlazar moléculas vecinas por

puentes de hidrogeno y generar una estructura helicoidal, que es capaz de
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desarrollar un color azul por la formacion de un complejo con el yodo (Martinez
E., 2015).

En conclusion, laamilosa se encuentra en la mayoria de los almidones con alrededor
del 25% de su contenido en el grano, como son: maiz, trigo, sorgo, cebada entre
otros (Beltrdn & Herrefio, 2010).

Amilosa

CHXNE CH20H CHXE CH20H

H g H H o H H o H H H
H H|

[x):4 H [1):4 [):4 [0):4 H

0H 0E Q ~c@ T 0E 0 ——on 0H
Enlace alfa Enlace alfa Enlace alfa
[1):§ H [a):¢ H 0H
1-4 1-4 1-4

Figura 4 Cadena amilosa (Calandri, 2015).

2.1.5.2 Amilopectina

Para Martinez (2015) la amilopectina es una molécula muy grande y altamente
ramificada con unidades de glucosa unidas en un 94-96% por enlaces a. (1-4) y en
un 4-6% con uniones a (1-6) del total de los enlaces. Dichas ramificaciones se
localizan aproximadamente a cada 15-25 unidades de glucosa. Ademas, es
parcialmente soluble en agua caliente y en presencia de yodo produce un color

rojizo violeta.

Es decir, laamilopectina esta presente en todos los almidones y constituye alrededor
del 75% de su contenido, algunos almidones estan constituidos solo por
amilopectinay son conocidos como céreos, debido a que produce un liquido viscoso
claro, con baja viscosidad, buena estabilidad y tiene menor tendencia a la
retrogradacion entre los mas comunes son: la papa, trigo, cebada, sorgo entre otros
(Badui, 2013).
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Figura 5 Cadena amilopectina (Calandri, 2015)

2.2 AISLADOS PROTEICOS Y SUS APLICACIONES

Un aislado proteico es aquel cuyo contenido de proteinas es mayor al 70% y que
las proteinas constituyentes deben ser exactamente las que se encontraban en la
fuente orgénica inicial, sin haber sufrido proceso de degradacion o hidrolisis no
deseables. Su proceso de elaboracion supone una serie de etapas encaminadas a
eliminar o disminuir los componentes no proteicos, para lograr un producto final
con el 70-80% de proteina (Caiza, 2011).

Ademas, los aislados proteicos presentan mayor digestibilidad y bajo caracter
alergénico que la proteina en estado nativo, permiten mejorar sus propiedades
funcionales y nutricionales como son: emulsificacion, estabilizacion e incremento
de viscosidad, mejoramiento de la apariencia, del gusto, la textura, que facilitan su
incorporacion en sistemas alimenticios de consumo humano y puedan ser utilizados
en la elaboracion de diferentes productos, tales como: productos horneados, bebidas
para deportistas, embutidos y alimentos para bebés, por mencionar algunos
(Martinez, Medina, & Zambrano, 2011).

Para la obtencion de un aislado proteico los procedimientos mas utilizados son el
método tradicional y el método enzimatico por la facilidad de su implementacion,
por los altos rendimientos obtenidos; ademas permiten la facil separacion de
sustancias no proteicas tales como: azlcares, fibra, lipidos y otros componentes no

deseables en el producto final.
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2.21 METODO TRADICIONAL, PRECIPITACION ISOELECTRICA

La precipitacion isoeléctrica es el pH en donde la proteina presenta carga neta
compensada (igual numero de cargas positivas que negativas), es decir carga
eléctrica cero. En este pH la proteina presenta su minima solubilidad que permite
que precipite y sea incapaz de desplazarse a otro campo eléctrico (Peinado &
Meléndez, 2010).

La metodologia més utilizada para obtener aislados proteicos vegetales es por
solubilizacion alcalina, seguido de la precipitacion isoeléctrica; por ofrecer alto
contenido de proteina este método comprende dos fases que a continuacion se

detallan.
2.2.1.1 Primera etapa solubilizacion alcalina

Las proteinas en el proceso de solubilizacion a pH alcalino, tienen una
predominancia de especies cargadas negativamente, debido a la ionizacion de los
grupos carboxilo y la desprotonacion de los grupos amina, fenGmeno que provoca
el aumento de la interaccion con el disolvente, permitiendo de este modo la

solubilidad de la proteina (Valenzuela, Abugoch, Tapia, & Gamboa, 2013).

Otro factor importante en la solubilizacion alcalina de las proteinas, es no trabajar
a pH alcalinos mayores a 9. Esto debido a que, afectan negativamente a los
aminoacidos azufrados y a otros esenciales, como a la lisina, generando lisino-
alanina, asimismo de causar desnaturalizacion y la extraccion de componentes no
proteicos, los cuales coprecipitan con las proteinas bajando asi la calidad del aislado
proteico (Callisaya & Alvarado, 2009).

2.2.1.2 Segunda etapa precipitacion isoeléctrica

“El punto isoeléctrico es el pH en donde la proteina no tienen carga eléctrica, es
incapaz de desplazarse en un campo eléctrico y por tanto no existe repulsion

electrostatica entre las moléculas de proteina vecinas y tienden a precipitar” (Serpa,

Hincapié, & Alvarez, 2014).
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Las proteinas en presencia de solventes orgéanicos y a pH alcalinos, sufren una
reorganizacion, donde los grupos hidrofébicos (radicales apolares) son expuestos.
Mientras los residuos hidrofilicos pasan a ocupar el interior de la molécula proteica.
Es decir, las interacciones entre los residuos hidrofébicos aumentan, provocando
un estado de alta agregacion y consecuentemente, la precipitacion de las proteinas
(Uvarova & Arellano, 2010).

Figura 6 Precipitado proteico de la quinua y cafihua (Callisaya & Alvarado, 2009)

2.2.1.2.1 Efecto de la alcalinizacion en la extraccién de la proteina de quinua

El factor importante que afecta la estructura y la propiedad funcional de las
proteinas es el pH, ya que cambia la carga de la proteina provocando un alto grado
de desnaturalizacion, esto hace posible obtener proteinas desplegadas bajo el efecto
del pH.

Segun Valenzuela et al (2013) mencionan que el tratamiento alcalino genera una
mayor exposicién de los grupos (S-S), que facilitan su asociacion con el agua. Los
grupos funcionales como grupos sulfhidrilo e hidrofébicos, permiten asociaciones

de la proteina de cadena a cadenay el establecimiento de nuevos enlaces covalentes.

222 METODO ENZIMATICO

El método enzimatico presenta indudables ventajas frente a la hidrolisis quimica
acida o alcalina, entre ellas su selectividad, ya que son especificas para un
determinado de enlace y por tanto, es poco frecuente la aparicion de productos de

degradacion. Ademas, su hidrolisis ocurre en condiciones moderadas de
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temperatura de (40 a 60) °C, pH de (4 a 8) y no se afiaden sustancias extrafias. Lo
mas importante, se conserva el valor nutritivo (Campos, Guerrero, & Betancur,
2013).

2.2.2.1 Enzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones biologicas, transforman las
sustancias en fracciones mas pequefias, debido a su poder de activacion especifica
en el sustrato, que es capaz de unirse al centro catalitico de la enzima y transformar
en un producto mediante una serie de pasos denominados mecanismo enzimatico
(Caiza, 2011).

Ademas, las enzimas son muy importantes en el ambito alimenticio, ya que su
aplicacion en varios procesos permite: digerir alimentos, regenerar tejidos, catalizar
la transformacion de sustancias, ya sea en fracciones pequefias o sintesis de

moléculas, entre otras funciones segun (Beltran & Herrefio, 2010).

La enzima utilizada en esta investigacion es una diastasa, cuya funcion es catalizar

y descomponer el almiddn en azUcares, que son mas faciles de digerir.

2.2.2.1.1 Diastasa

Las enzimas diastésicas degradan y convierten el almiddn en azlcares fermentables
y dextrinas no fermentables, estas son Alfa-amilasas y Beta-amilasas que trabajan
en forma conjunta para descomponer el almidon. Son de origen vegetal, se
encuentra en determinadas semillas germinadas y su funcién es catalizar la
hidrolisis, primero del almiddn en dextrina e inmediatamente en azucares o glucosa
(Casallas, Gonzales, Rodriguez, & Suta, 2015).

2.2.2.2 Cinética enzimatica

La actividad enzimatica definida como la cantidad de enzima que se requiere para
transformar en producto, un micromol de sustrato por minuto, en las condiciones
de pH, temperatura Optima para la enzima; la concentracion de sustrato debe ser tal
gue la enzima se encuentre actuando con su velocidad maxima. Es decir, la

velocidad de una reaccion enzimatica depende de la concentracion de enzima para
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formar un complejo enzima-sustrato (ES), posteriormente de este complejo se libera
tanto el producto como la enzima, dejandola disponible para combinarse con una

nueva molécula (Villacrés & Ruales, 2014).

&) Substrate Products O

Enzyme Enzyme-substrate
complex

E+S /————— ES — "E=+P

Figura 7 Reaccién enzimatica (Lahl & Braun, 1994)

2.2.2.2.1 Efecto del pH

Segun Quirasco et al (2012) mencionan que la actividad de las enzimas depende
fuertemente de la concentracion de iones en el medio, ya que esto afecta el grado
de ionizacion de los aminodcidos de la proteina. Es decir, el pH influye en la
estructura tridimensional de la proteina y a su vez, sobre la afinidad que tenga la
enzima por el sustrato, si la enzima se encuentra en un pH muy alejado del éptimo
se alterard su estructura secundaria y terciaria como consecuencia de la protonacion
o0 desprotonacion de los residuos de aspartico, glutamico, lisina, arginina e histidina
principalmente la consecuencia serd el desplegamiento o desnaturalizacion

permanente o irreversible de la proteina.

2.2.2.2.2 Efecto de la temperatura

La velocidad de las reacciones enzimaticas, se incrementa con la temperatura dentro
del intervalo en que la enzima es estable y retiene su capacidad catalitica, a medida
que aumenta la temperatura se incrementa también la velocidad de reaccion y la
inactivacién de la enzima por un proceso de desnaturalizacion al que son sensible
la mayor parte de ellas. Cuando las condiciones de reaccién de la enzima se alejan
de la temperatura optima, la enzima pierde su capacidad catalitica en un proceso

que puede ser reversible o irreversible (Badui, 2013).
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2.2.2.2.3 Efecto de la concentracién de sustrato

Una enzima funciona de manera mas eficiente cuando la concentracion de sustrato
estd en exceso en relacion con el concentrado de enzima. Esto se debe a que las
colisiones con el reactivo son més frecuentes, asegurando asi que la mayor cantidad
de enzima se encuentre activa, en estas condiciones el producto obtiene la maxima
velocidad. En caso de que la concentracion de sustrato sea menor, la velocidad de
reaccion disminuye y por lo tanto la enzima presenta baja reaccion catalitica ante el
sustrato (Quirasco & Lopez, 2012).

pH optimo

\% Rango de completa
estabilidad
<4+
Rango de
Inactivacion

reversible
— >
(a) \J [nactivacion instantanea (a)
»
>

pH

Figura 8 Actividad enzimatica (Ricardson & Hyslop, 1985)

2.2.2.3 Hidrélisis enzimatica del almidon

La hidrdlisis enzimatica es el proceso de transformacion del almidon en azucares;
dicho reaccién es catalizada por enzimas amilasas, cuya funcion es romper las

moléculas del almidén.

Es decir, la descomposicion del almidon se lleva a cabo con enzimas, realizando
primero la licuefaccion de almidon, luego la conversion del almidon en glucosa o
sacarificacion. Mediante la licuefaccion, se liberan los granulos de almidon, pues a
consecuencia del calor, éste absorbe agua y se hincha, ocasionando la ruptura de la
pared celular permitiendo la gelatinizacion del almiddn; luego el proceso de
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sacarificacion, que da el fraccionamiento de cadenas de azUcares largos como son:

dextrinas, triosas y maltosa, hasta obtener glucosa (Zambrano, 2013).
2.3 HIDROLISIS ENZIMATICA DE LAS PROTEINAS

La hidrolisis enzimatica de las proteinas es una reaccion consistente, catalizada por
enzimas que permiten la ruptura de los enlaces péptidos que estructuran la proteina.
Es decir, por cada enlace roto, provoca la liberacion de grupos aminos y carboxilos
terminales surgiendo de la dependencia del estado de preconizacion del pH
(Figueroa, Zapata, Buelvas, & Ortiz, 2012).

Por lo tanto, la obtencion de péptidos mas pequefios por medio de la hidrdlisis de
la proteina, permiten mejorar ciertas propiedades funcionales como la solubilidad
en un amplio rango de pH, caracteristica significativa para el enriquecimiento de

bebidas &cidas con proteinas, entre otros (Villacrés & Ruales, 2014).

Dado que, el uso de enzimas proteoliticas para modificar las propiedades de las
proteinas es prometedor en la industria alimentaria. A continuacién se detalla las

sus cualidades.
2.3.1 ENZIMAS PROTEOLITICAS

Segun Figueroa et al (2012) mencionan que las enzimas proteoliticas hidrolizan los
enlaces peptidicos con diferentes grados de intensidad y selectividad, atacando
preferentemente a ciertos tipos de uniones peptidicas, estas pueden ser

endopeptidasas o exopeptidasas

Es decir, las endopeptidasas atacan los enlaces peptidicos internos de las proteinas
en fragmentos mas pequefios y las exopeptidasas hidrolizan especificamente las
uniones peptidicas en que participan los amino&cidos terminales de las cadenas
polipetidicas (Rickey, 2015).

De acuerdo a la importancia de las enzimas en el ambito alimenticio, la enzima
utilizada en la hidrolisis de las proteinas es una proteasa (papaina), cuya funcion es
ayudar a digerir las proteinas contenidas en los alimentos. A continuacion se detalla

mas sobre la enzima utilizada.
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2.3.1.1 Papaina

Es una enzima endopeptidasa que es empleada en el ablandamiento de carnes,
proviene del latex de la papaya, su estabilidad y actividad en solucion cubre un
amplio rango de condiciones: pH 4 hasta 10 y temperatura sobre los 70°C. Ademas,
posee una amplia especificidad en sustratos, es decir hidroliza tanto las proteinas
como los péptidos pequefios (Gonzalez, Mojica, Olmos, Sanchez, & Tapia, 2012).

Segun Villacrés (2001) menciona que la enzima es muy estable a elevadas
temperaturas en comparacion con otras enzimas proteoliticas, es muy activa en la
hidrolisis de amidas y esteres rara vez produce un sabor amargo en los hidrolizados

proteicos.

2.3.1.2 Flavourzyme

Es una exopeptidasa de Aspergillus oryzae, til para la hidrdlisis de las proteinas
bajo condiciones neutras o ligeramente acidas, también puede ser usada para el
desamargado de hidrolizados proteicos. Ademas, su pH Optimo del complejo
enzimatico esta en el rango de 5,0-7,0 y la temperatura esta alrededor de 50°C.
Actula en los enlaces peptidicos al final de una cadena de péptidos los terminales
grupo carboxilo y grupos animas dando a lugar a aminoacidos libres (Villacrés,
2001).

2.3.2 DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS

La palabra desnaturalizacion indica que la estructura se aleja de la forma nativa
debido a un importante cambio en su conformacién tridimensional, producida por
movimientos de los diferentes dominios que presenta la proteina. Sin embargo, este
cambio conformacional trae como consecuencia pérdidas de estructura secundaria,
terciaria, cuaternaria pero no cambios de la estructura primaria, es decir que la

desnaturalizacion no implica una hidrolisis del enlace peptidico (Badui, 2013).

Por lo tanto, las bajas estabilidades conformacionales de las proteinas nativas lo
hacen facilmente susceptibles a la desnaturalizacion; todas las proteinas

desnaturalizadas tienen la misma conformacidn, muy abierta y con una interaccion
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maxima con el disolvente, por lo que una proteina soluble en agua cuando se
desnaturaliza se hace insoluble y precipita. La desnaturalizacion de la proteina se

produce por cambios de temperatura o variaciones de pH (Blanco, 2010).

2.3.2.1 Cambios de temperatura

Para Fennema (2010) las proteinas sufren diversos grados de desnaturalizacion que
pueden afectar las propiedades funcionales y nutricionales en los alimentos. Es
decir, la desnaturalizacion es un mecanismo que implica las desestabilizaciones de
sus interacciones no covalentes, los enlaces de hidrogeno, las interacciones
electrostaticas, que se desequilibran a temperaturas altas y ganan estabilidad a
temperaturas bajas.

En otras palabras, la aplicacion de calor es uno de los agentes desnaturalizantes que
se utilizan con mayor frecuencia, afecta la estabilidad de las interacciones no-
covalentes de la estructura tridimensional de las proteinas, pues a medida que se
eleva la temperatura la molécula pierde su delicado balance de los enlaces que
mantienen su equilibrio y por consiguiente sus propiedades funcionales (Zhun &
Damodaran, 2011).

2.3.2.2 Cambios por pH

El cambio de pH del ambiente natural o fisiolgico de las proteinas puede acarrear
modificaciones importantes en su conformacién, debido a cambios de ionizacion
de las cadenas laterales cargadas, que afectan el niUmero de puentes salinos que

estabilizan la estructura nativa de la proteina (Badui, 2013).

Es decir, las proteinas son desnaturalizadas, a pH extremos alcalinos que a pH
extremos &cidos, esto debido a la ionizacion de los grupos sulfhidrido, fendlicos y
carboxilos, que ocasionan el despliegamiento de las cadenas polipetidicas al
intentar de exponerse al ambiente acuoso. Por lo tanto, en la hidrolisis de las
proteinas, a medida que aumenta el pH, la temperatura, la enzima pierde su
actividad enzimatica con el sustrato; como se muestra en la figura 8 (Voet, Voet, &
Pratt, 2010).
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2.4 HIDROLIZADOS PROTEICOS Y SUS APLICACIONES

Los factores principales que determinan el uso nutricional de los hidrolizados son:
el valor nutricional, costo, sabor, antigenicidad y solubilidad. Como también,
presentan una buena digestibilidad, absorcion, aportan propiedades nutricionales y
funcionales de interés que lo hacen a tractivo para la elaboracién de productos

alimenticios.

Ademas, la utilizacion de proteinas vegetales hidrolizadas en la industria
alimenticia presentan propiedades funcionales tales como: viscosidad baja,
dispersion y alta solubilidad, cualidades que mejoran caracteristicas de muchos

productos alimenticios (Segura, Lopez, Chel, & Betancur, 2010).

Por lo tanto, los hidrolizados tienen una aplicacion muy amplia: en el campo
farmacéutico, en la elaboracién de carnes picadas, mezcla para pasteles, cremas
para el café, leche, mayonesa, aderezos para ensalada, postres congelados, como
también en la formulacion en dietas especiales para personas con alergias a

proteinas o que son incapaces de digerir y absorber (Villacrés & Ruales, 2014).

2.4.1 OBTENCION DE UN HIDROLIZADO PROTEICO

Los hidrolizados proteicos se obtienen mediante el empleo de enzimas proteoliticas
gue descomponen a las proteinas en fragmentos mas pequefios por hidrdlisis y son
utilizados en la industria alimenticia debido a que imparten caracteristicas deseables

a un alimento (Avila, 2011).

Con respecto, al proceso para la obtencion de proteina hidrolizada, segin Acufia &
Simbafia (2010) se llevo a cabo en un reactor con control de temperatura, agitacion
y pH para la hidrolisis enzimatica; asimismo se utilizd como sustrato proteina
aislada con un relacion (1:20 p/v), la suspension se ajusté a pH 7,0 con pequefias
cantidades de NaOH 1N, se trabajo con dos enzimas proteoliticas papaina y
flavourzyme a temperatura de 50°C que permite hidrolizar enlaces internos y

externos de las proteinas.
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2.4.2 GRADO DE HIDROLISIS DE UN HIDROLIZADO PROTEICO

El grado de hidrdlisis es la propiedad fundamental de un hidrolizado que determinar
el porcentaje de enlaces peptidicos rotos, en relacion a la proteina original; como

también sus caracteristicas y por consiguiente su posible uso (Gallegos, 2012).

Los hidrolizados proteicos que se producen para uso en la alimentacion pueden

agruparse en tres grandes grupos:

Tabla 5 Principales tipos de hidrolizados proteicos y sus aplicaciones

Hidrolizado Grado de Hidrolisis Aplicacion
bajo grado de hidrdlisis 1al 10% Melorafjngf‘jngﬁgg'edades
Grado de hidrolisis Variable Mejora del sabor

Como suplemento proteico en
alimentacion especializadas
(dietas medicas)

(alto grado de hidrolisis) > 10%

Fuente: Los hidrolizados proteicos en alimentacion, (Millan & Vioque, 2010).

Con respecto a la tabla 5, los hidrolizados que alcanzan un alto grado de hidrdlisis
> 10%, son considerados como hidrolizados extensivos, que estan destinados a una
alimentacion especializada, bien como suplemento proteico o en dietas médicas
(Zapata, 2011).

243 PROPIEDADES FUNCIONALES DE UN HIDROLIZADO
PROTEICO

Segun Pinciroli (2011) el término “Propiedad Funcional”, se puede definir como
toda propiedad no nutricional que imparte a un alimento o ingrediente determinadas
caracteristicas sensoriales, fisicas durante su preparacion, procesamiento,

almacenamiento y consumo del alimento.

Entre las propiedades fisicas y quimicas que gobiernan la funcionalidad de las
proteinas se incluyen el tamafio, forma, la composicidn, secuencia de amino&cidos,
la carga neta y su distribucion, carécter hidrofobia/ hidrofilia, conformacion de sus

estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria, el grado de flexibilidad-rigidez y la
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capacidad de interaccionar con otros componentes para contribuir a las

caracteristicas deseadas de un alimento (Fennema, 2010).

Las propiedades de las proteinas que dependen de las interacciones proteina-agua

son:
2.4.3.1 Solubilidad

La solubilidad de las proteinas, es la manifestacion termodindmica del equilibrio
entre las interacciones proteina-proteina y proteina-disolvente. Es decir, la
solubilidad supone: separacion de moléculas del disolvente, separacion de
moléculas de proteina y dispersion de estas con méxima interaccion entre proteina

y disolvente (Fennema, 2010).

Segun Pinciroli (2011) para ser soluble, la proteina debe interaccionar cuanto sea
posible con el disolvente (puentes de hidrégeno, dipolo-dipolo, e interacciones
ionicas). Sin embargo, la solubilidad de las proteinas se ve afectada por las
condiciones de solucion como: el pH, fuerza i6nica, temperatura, entre otras, que a

continuacion se detallan:

-Influencia con el pH.- a valores superiores o inferiores al punto isoeléctrico, la
proteina tiene carga eléctrica negativa o positiva, que pueda interaccionar las
moléculas de agua con estas cargas contribuyendo asi, a la solubilizacion.
-Influencia con la temperatura.- a pH y fuerza ionica constantes, la solubilidad
de las proteinas aumenta con la temperatura, desde 0 a 40 y 50 °C.

-Influencia de la fuerza idnica.- a concentraciones salinas elevadas, la solubilidad
de la proteina desciende, provocando la precipitacion. Este efecto (precipitacion por
salado) es consecuencia de la competencia entre la proteina y los iones salinos por
las moléculas de agua necesarias para sus respectivas solvataciones (Galvez, Flores,
& Gonzalez, 2013).
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Por otra parte, la solubilidad de una proteina hidrolizada, puede atribuir a la
formacion de péptidos méas pequefios y a la mayor exposicion de los extremos
amino y carboxilo ionizables grupos, que mejoran la afinidad de la proteina con las

moléculas de agua (Villacrés & Ruales, 2014).

2.4.3.2 Capacidad de retencion de agua

Para Galvez (2012) la capacidad de retencidn de agua, es la habilidad que presenta
la proteina de retener agua dentro su matriz, cuando es sometida a fuerzas externas

como la centrifugacién o compresion.

Esta propiedad funcional, depende no solo del tamafio de los poros y de lo capilares,
sino también de las caracteristicas entre moléculas proteicas como: interacciones
hidrofébicas, puentes de hidrogeno, puentes disufuro, &cidos, bases presentes.
Asimismo se ve influida por otros parametros del medio como: fuerza idnica, tipos
de sales, pH, temperatura y el tiempo consumido en alcanzar el equilibrio (Lara,
Chaparro, Sandoval, Sosa, & Gil, 2015).

Con respecto a los factores ambientales, las proteinas adquieren cargas a valores
alejados del punto isoeléctrico, generando interacciones hidrofilicas que permite
atrapar moléculas de agua y producir una mejor hidratacion. Asi mismo, una baja
concentracion de sales (< 0,2M) incrementa la capacidad de ligar agua, pero cuando
hay altas concentraciones de estas, el agua se liga a los iones de sales, deshidratando

a las proteinas (Galvez, Flores, & Gonzalez, 2013).

Por lo tanto, la capacidad de retencion de agua, para aplicaciones en alimentos,
confiere un efecto de frescura, suavidad, jugosidad y textura en productos

horneados o embutidos.

2.4.3.3 Capacidad de retencién de aceite

Para Atalah & Araya (2010) la capacidad de ligar grasa por parte de las proteinas
depende esencialmente de la parte hidrofobica que permite el atrapamiento de la

grasa dentro de la proteina y se determina como los mililitros de grasa que son

27



absorbidos por gramo de proteina, cuando la muestra se mezcla con un exceso de

grasa.

Es decir, Las proteinas hidrofébicas fijan mayores cantidades de aceite, en este
fendmeno desemperian un papel fundamental las interacciones proteina - lipido, lo
cual implica enlaces hidrofobos entre las cadenas alifaticas a apolares del lipido y

las regiones apolares de las proteinas (Villacrés & Ruales, 2014).

Por lo tanto, la capacidad de retencion de aceite, para aplicaciones en alimentos
confiere un efecto de jugosidad, suavidad y mejora textura en productos carnicos,

pero una baja retencidn proporciona una sensacion no grasosa en productos fritos.
2.4.3.4 Capacidad espumante

Para Bermudez (2013) las espumas son dispersiones de gotas de aire en una fase
continua liquida o semi-sélida, formando una pelicula cohesiva de aire- interface
agua. La formacion de espuma la proteina debe ser soluble en agua y flexible, en
donde el batido presupone fuerzas mecénicas mé&s intensas como las de
cizallamiento para conseguir una dispersion mas uniforme de aire y viscosidad para

prevenir su subsecuente ruptura y coalescencia.

Figura 9 Etapas de la formacion de Espuma, (Pinciroli, 2011)

El incremento de volumen de espuma en un hidrolizado es principalmente por la
alta solubilidad que presenta la proteina lo que mejora las propiedades espumantes,

debido a que producen un mejor desdoblamiento, concentracion y tamafio de la
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burbuja, que permite un aumento el espesor de la pelicula adsorbida, gracias al

incremento de las interacciones proteina-proteina (Zapata, 2011).

Martinez et al (2011) indican que la capacidad de formacion de espuma se relaciona
con el aumento en la carga neta de las proteinas lo cual debilita las interacciones
hidrofébicos e incrementa la flexibilidad de las proteinas, esto conduce que estas
difundan mas rapido la interface agua-aire y encapsule el aire aumentando la

capacidad espumante.

244 PROPIEDADES NUTRICIONALES DE UN HIDROLIZADO

PROTEICO

Las proteinas representan uno de los componentes principales de los alimentos,
tanto desde un punto de vista funcional como nutricional. Son el principal
componente estructural de las células y tejidos, siendo necesarias para el
crecimiento y desarrollo corporal, para el mantenimiento y reparacion de tejidos

(Campos, Guerrero, & Betancur, 2013).

Por otra parte, las proteinas poseen un papel fundamental en la nutricion, ya que
proporcionan nitrégeno y aminoacidos esenciales que pueden ser sintetizados para

realizar las funciones del organismo. (Galvez, Flores, & Gonzalez, 2013).

La propiedad nutricional de un hidrolizado dependera de su calidad de proteina y
su digestibilidad, que es muy importante, ya que permite la asimilacion y el
aprovechamiento de las proteinas ingeridas, la misma que es absorbida por el

organismo después de la digestion la digestion (Munive, 2009).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1 CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

3.1.1 UBICACION DEL EXPERIMENTO

La investigacion se realizo en los laboratorios de Nutricion y Calidad del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias, estacion experimental Santa Catalina
(INIAP).

Descripcion del lugar

Provincia Pichincha
Canton Mejia
Parroquia Cutuglagua
Lugar Laboratorios de nutricion y calidad
Situacion Geografica
Longitud 78°23 0O
Altitud 3058 m.s.n.m
Latitud 00° 22" S.
Longitud 78° 08" Oeste
Pluviosidad 1.400 mm anual

Fuente: Estacion I1zobamba, INHAMI, Quito, Ecuador
3.2 MATERIALES Y EQUIPOS

Materia prima

La quinua Chenopodium quinoa willd variedad tunkahuan, fue proporcionado por
el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), al departamento

de Nutricién y Calidad.

Reactivos

» Enzima Diastasa (from fungi) for biochemisty.

» Enzima Papain (Eialbumin- VVerdaungsvermogen).
» Hidrdxido de sodio (NaOH) 1N al 99%

> Acido sulfurico (H2S04) grado técnico 98%
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YV V V V

A\

YV V.V V V V VY

Acido Clorhidrico (HCI) 1N grado técnico 37%

Agua destilada

Acido citrico grado alimenticio

Reactivo Carrez | (Ferrocianuro de potasio trihidratado) al 15% en agua
destilada.

Reactivo Carrez Il (sulfato de zinc heptahidratado) al 30% en agua
destilada.

Acido borico al 4%

Zinc en granulos

Sal de sodio caseina de la leche bovina

Tripsina: pancreéaticos de cerdo, tipo IX

Chymotripsina: pancreatica bovina, tipo Il

Peptidasa: intestinal porcina

Hexano al 99%

Equipos

YV V. V V V

Refractometro resolucién 0.5 % (marca Atago modelo Nar-1T liquido).
TermoOmetro escala 50-150 ° C (Pocket size waterproof modelo 9314).
Molino Ciclénico UDY (Belt Drive Train 12,600 RPM, 3/4 hp Motor,
modelo 3010-019).

Rotavapor (JP selecta con bomba vacio incorporada: -0,80 bar, 0-120 rpm,
hasta 100°C, peso 28kg).

Macerador (Micromat co S.A de capacidad de 4 litros)

Balanza electronica ( Adventure Pro peso min:210 g (7.41 0z)

pH metro (marca Metrohm 827 pH lab, 230 V)

Centrifugadora (modelo K % hp) capacidad de 400ml a 10000 rpm

Estufa de aire forzado (temperatura: Min.: 5 °C (41 °F) Méax.: 250 °C (482
°F), capacidad Min.: 431 (11.36 gal), Max.: 250 | (66.04 gal)

Liofilizador (marca labconco Freeze dry sistema, capacidad 6 litros y

sistema de refrigeracion 1/2 hp, 1073 mBar)

Congelador vertical para alimentos.
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Polarimetro de 200mm angulo de rotacion -180°, 0, +180.

» Aparato de digestion y destilacion kjeldahl (Foss Tecator Kjeltec 8400
Analyzer Unit (analysis time: 3.5 min. at 30mg nitrogen-6.5 min. at 200mg
nitrogen, distillation capacity: approximately 40ml/min).

» Licuadora 110v.

Materiales

» Papel filtro

» Equipo de proteccion personal (mandil, mascarilla, cofia, guantes)

» Toallas de cocina

» Cubetas

» Tubos graduados para centrifugadora

» Papel aluminio

» Hielo

» Cuchara metalica

» Detergentes y desinfectantes

» Libreta de anotaciones

> Buretas

» Soporte universal

» Balones kjeldahl de 50 ml

» Erlenmeyer de 250 ml

» Agitadores magnéticos

» Embudos platicos
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3.3 METODOS

DISENOS DE LA INVESTIGACION

A continuacién se detalla los factores y los niveles utilizados, en cada uno de los

disefios ocupados en esta investigacion, basandose en los objetivos propuestos:

3.3.1 EVALUACION DE DOS METODOS PARA LA OBTENCION DE UN
AISLADO PROTEICO A PARTIR DE LA QUINUA

Para la obtencién de un aislado proteico, se aplicd los métodos de precipitacion

isoeléctrica y método enzimatico, que a continuacién se detalla la metodologia

utilizada en la precipitacion isoeléctrica.

3.3.1.1 Meétodo tradicional, precipitacion isoeléctrica para la obtencion de un
aislado proteico.

El método consiste en la solubilizacion de la proteina a pH alcalino y su posterior

precipitacion, Esta metodologia permite aislar, concentrar, la maxima recuperacion

de proteina separandola de los polisacaridos insolubles y la fibra cruda.

La investigacion se realiz6 a partir de harina de quinua en suspension acuosa, con
una relacion (1:10 p/v), se aplico un disefio completamente al azar, con arreglo
factorial AxB, con 3 repeticiones, 18 unidades experimentales, cada una con 200g

harina de quinua. A continuacién se detalla la fase experimental.

3.3.1.1.1 Solubilizacién alcalina de la proteina con (NaOH) 1N, primera fase
(disefio 1)

Factores y niveles de estudio para la solubilizacion de la proteina.

Cuadro 1 Solubilizacion de la proteina con (NaOH) 1N.

Factor A: Tiempo de solubilidad Factor B: pH

Au 1 horas B1 8,0

Az 2 horas B2: 9,0
BS: 10,0
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Cuadro 2 Tratamientos de estudio para la solubilizacién de la proteina con (NaOH) 1N,

primera fase.

TRATAMIENTOS

COMBINACIONES REPRESENTACIONES

Tel Al1B1 1 horasapH 8
Tg2 Al1B2 1 horasapH9
Tg3 Al1B3 1 horaapH 10
Ts4 A2B1 2 horasapH 8
T&5 A2B2 2 horasapH 9
T g6 A2B3 2 horas a pH 10

Ts: Tratamiento Basico

Analisis estadistico para la solubilizacion de la proteina con (NaOH) 1N

primera fase.

Cuadro 3 Esquema del analisis de varianza para la solubilizacién de la proteina con

(NaOH) 1N, primera fase.

FUENTE DE VARIACION Gl
Total 17
Tratamientos 5
A (Tiempo de solubilidad) 1
B (pH) 2
AxB 2
7

Error experimental

Para los factores e interacciones significativas se aplicé la prueba de Tukey al 5%.

Variables y métodos a evaluar en la solubilizacion de la proteina con (NaOH)

1N primera fase.

Contenido de solidos solubles.- Se realizd en el proceso de solubilizacion de la

proteina, tomando muestra cada 30 minutos hasta un maximo de 2 horas con un

refractometro, mediante el Método Gallo (1997), adaptado en el departamento de
Nutricion y Calidad del INIAP (Anexo 1).
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3.3.1.1.2 Precipitacion isoeléctrica de la proteina a pH 4.5, segunda fase (disefio
2)

Se realizé a partir de la proteina solubilizada en suspension, separada como
sobrenadante, luego se precipitd en su punto isoeléctrico para obtener proteina
aislada. Ademas, se aplicd un disefio completamente al azar, con arreglo factorial
AXB, con 3 repeticiones, 18 unidades experimentales cada una de 1 litro de proteina
solubilizada. A continuacion se detalla los factores y niveles, utilizados en esta

metodologia.

Factores y niveles de estudio de la precipitacion isoeléctrica (segundo disefio)

Cuadro 4 Precipitacion isoeléctrica a (pH 4.5) de la proteina (segunda fase).

Factor A: Tipo de acido Factor B: NUmero de lavados
A:i:  Acido citrico B1. Sin lavado
Az Acido clorhidrico B2 Un lavado

B3: Dos lavados

Cuadro 5 Tratamientos de estudio para la precipitacion isoeléctrica a (pH 4.5) de la

proteina (segunda fase).

TRATAMIENTOS COMBINACIONES REPRESENTACIONES

Tal A1B1 Acido citrico, sin lavado

T A2 Al1B2 Acido citrico, con un lavado

T a3 A1B3 Acido citrico, con dos lavados
TAd A2B1 Acido clorhidrico, sin lavado

T A5 A2B2 Acido clorhidrico, con un lavado
T A6 A2B3 Acido clorhidrico, dos lavados

Ta: Tratamiento Acido

35



Anélisis estadistico para la precipitacion isoeléctrica a pH 4.5 de la proteina,

(segunda fase).

Cuadro 6 Esquema del analisis de varianza para la precipitacion isoeléctrica a pH 4.5 de

la proteina (segunda fase).

FUENTE DE VARIACION Gl
Total 17
tratamientos 5
A (Tipo de &cido) 1
B (ndmero de lavados) 2
AXB 2
Error experimental 32

Para los factores e interacciones significativas se aplico la prueba de Tukey al 5%.

Variables y métodos a evaluar para la precipitacion isoeléctrica a pH 4,5 de la

proteina, (segunda fase)

Obtenido el aislado proteico de quinua por precipitacion isoeléctrica, se evaluo las

siguientes variables que a continuacion se detallan.

Rendimiento.- Se determing el rendimiento, una vez obtenido el aislado de quinua,

ya liofilizado mediante la siguiente formula:

Ecuacion 1 Rendimiento del aislado proteico por precipitacion isoeléctrica.

masa final

Rendimiento=——X 100

masa inicial

[1]

Contenido de Proteina.-Se determind utilizando el método Kjeldahl, donde se
obtuvo la concentracion de proteina que posee el aislado de quinua mediante el
método 955.39. (A.0.A.C, 1984) adaptado en el departamento de Nutricion y
Calidad INIAP (Anexo 2).
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Proceso para la obtencion del aislado proteico, por precipitacion

isoeléctrica

Para la obtencion de un asilado proteico por precipitacion isoeléctrica, se sigui6 el

siguiente procedimiento.

Mezcla y agitacion.- se prepar0 suspensiones de harina y agua con relacion 1:10

p/v, el cual mediante el uso del agitador logré homogenizar dicha mezcla.

Solubilizacién alcalina.- la suspension acuosa fue regulada con Na (OH) 1N a pH
a8, 9, 10 por un tiempo de 1 a 2 horas.

Centrifugacion.- homogenizada la mezcla, se centrifug6 a 10000 rpm por 15
minutos para lo cual se rescato el sobrenadante del precipitado, en lo posterior se
almacend hasta realizar el mismo proceso de mezcla y agitacion del precipitado

para la segunda extraccion.

Precipitacidn.- se reunié todo el sobrenadante de la primera y segunda extraccion,
para regular a pH a 4.5 con HCI 1IN o &cido citrico, hasta llegar a su punto
isoeléctrico, luego se agité y centrifugd en las mismas condiciones dadas
anteriormente separando el sobrenadante del precipitado.

Lavado.- se rescato el precipitado, al cual se le regul6 el pH a 7 éptimo para los
alimentos, posteriormente se realiz6 dos lavados con agua destilada con la finalidad

de obtener una proteina mas pura y libre de sustancias acidas.

Liofilizacion.-Se realiz6 una vez obtenida la proteina rescatada, congelada a -15°C,
donde se sometid al proceso de liofilizacién por un tiempo minimo de 120 horas a

-37°C y a 9,8 KPa de presidn, una vez secada la proteina se almacend en fundas.
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3.3.1.2 Meétodo enzimatico, para la obtencion de un aislado proteico de quinua,
(Disefio 3).

La metodologia que se utilizé para la obtencion del aislado proteico, permite la
degradacion del almidon en azlcares, dicha trasformacion es catalizada por enzimas

a condiciones moderadas de pH, temperatura que se requiere para la hidrdlisis.

Se aplicé un disefio completamente al azar en arreglo factorial AXBxC, con 3

repeticiones, 24 unidades experimentales, cada una de 200g de harina de Quinua.

Factores y niveles de estudio para la obtencion de un aislado proteico por via

enzimatica.

Cuadro 7 Obtener un aislado de quinua por via enzimatica

Factor A: concentracién Factor B:

de enzima (Diastasa) temperatura °C Factor C: pH
Al: 0,025g Bl: 60 CL 6.5
A2: 0,050g B2: 70 C2: 7.5

Cuadro 8 Tratamientos de estudio para la obtencidon de un aislado de quinua por via

enzimatica

TRATAMIENTOS COMBINACIONES REPRESENTACIONES

Tel AlB1C1 0,025g a 60°C con pH 6.5
T2 AlB1C2 0,025g a 60°C con pH 7.5
Te3 Al1B2C1 0,025g a 70°C con pH 6.5
Ted AlB2C2 0,025g a 70°C con pH 7.5
Te5 A2B1C1 0,050g a 60°C con pH 6.5
Tc6 A2B1C2 0,050g a 60°C con pH 7.5
Te7 A2B2C1 0,050g a 70°C con pH 6.5
T:8 A2B2C2 0,050g a 70°C con pH 7.5

Te: Tratamiento Enzimatico
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Anélisis estadistico para la obtencién de un asilado proteico por via

enzimatica.

Cuadro 9 Esquema del andlisis de varianza para la obtencién de un aislado proteico de

quinua método enzimatico.

FUENTE DE VARIANZA
Total

Tratamientos

A (concentracion de enzima)
B (temperatura )

C (pH)

AxB

AxC

BxC

AxBxC

Error experimental

N o
“ir

N AR EEEY

[EEY
(3]

Para los factores e interacciones significativas se aplicé la prueba de Tukey al 5%.
Variables y métodos a evaluar para el aislado proteico por via enzimatica.

Las variables a evaluarse en el aislado proteico de quinua por via enzimatica se

detallan a continuacioén.

Indice refractométrico.- Se tom¢ cada 30 minutos pequefias muestras de la
suspension para determinar el incremento de solidos solubles, indicativos de la
hidrolisis del almidon. Se determind con un refractdmetro, mediante método Gallo
(1997), adaptado en el departamento de Nutricion y Calidad del INIAP (Anexo 3).

Cuantificacion del contenido de almiddn.- Se analizo para evaluar la eficiencia
de la hidrolisis del almidon que requiere separarse de la proteina. Este variable fue
medida por polarimetria de acuerdo al angulo de rotacion mediante el método

adaptado por el departamento de nutricion y calidad INIAP (Anexo 4).
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Ecuacion 2 Cuantificacién de almidén en el aislado de quinua por via enzimatica

% Almidén = (a—b) xf% [2]

Donde: a=angulo de rotacion de la muestra en grados

b = é&ngulo de rotacion del blanco en grados

f = factor del almiddn

Rendimiento.- Se determing el rendimiento, una vez obtenido el aislado de quinua

ya liofilizado mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 3 Rendimiento del aislado de quinua por via enzimatica

Rendimiento=MX 100 3]
masa inicial

Proteina.- se cuantificd la concentracion de proteina en el aislado por via
enzimatica, utilizando el método Kjeldahl, segin el método 955.39 (A.O.A.C,
1984), adaptado en el departamento de Nutricion y Calidad INIAP (Anexo 5).

Proceso para la obtencion de un aislado proteico de quinua (método
enzimatico).

Para la obtencion de un aislado proteico por via enzimatica se siguio el siguiente

proceso que a continuacion se detalla.

Mezcla y agitacion.- Se realizd una suspension de harina y agua con relacion 1:10
(p/v) a temperaturas 60°C, 70°C; pH de 6,5; 7,5 parametros adecuados para el

desarrollo de la enzima (Diastasa) en el proceso de degradacion del almidén.
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Hidrdlisis.- se procedi6 a la adicién de 0,025g; 0,050g de la enzima (Diastasa) para
el desdoblamiento del almiddn en azUcares durante 8 horas, finalizado su proceso
se llevo a 92°C por 10 minutos para la inactivacion de la enzima; dicho proceso se
efectud en un macerador de 4 litros, con control de agitacion, temperatura y pH para
dar inicio al proceso de hidrolisis.

Centrifugacion.- se realiz6 una vez finalizado el proceso de la hidrolisis enzimatica
del alImidon de quinua y se tom6 muestras en tubos graduados para la centrifugacion
durante 15 min a 10000 rpm, donde se observé la separacién del sobrenadante del

precipitado.

Lavado.- se tomé lo precipitado y se realizd dos lavados con la finalidad de
eliminar los azUcares presentes en el aislado mediante la centrifugacion, una vez

finalizado el proceso fue llevado a congelacién (-15°C).

Liofilizacion.- la liofilizacion se efectu6é por 120 horas a -37°C y a 9,8 KPa de

presion; una vez secada la proteina se almacen6 en fundas.

3.3.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS TECNOLOGICOS
PARA LA OBTENCION DE PROTEINA HIDROLIZADA DE

QUINUA,

Esta metodologia, se lo realizo con la finalidad de hidrolizar la proteina en enlaces
peptidicos méas pequefios 0 aminoacidos libres, lo que contribuye a mejorar ciertas
propiedades funcionales y nutricionales de la proteina permitiendo su uso en el

enriquecimiento de varios productos.

La investigacion se realizo a partir del aislado proteico de la quinua con el mayor
contenido de proteina, luego se procedio a hidrolizar la proteina. Para el analisis de
los resultados se aplicé un Disefio Completamente al azar, en arreglo factorial

AxBXC, con 2 repeticiones, donde se obtuvo 8 tratamientos.
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Factores y niveles de estudio para la obtencion de proteina hidrolizada de

quinua, (disefio 4).

Cuadro 10 Obtencién de proteina hidrolizada de quinua.

Factor A: concentracion de Factor B: Factor C: pH
enzima (papaina) temperatura °C
Al: 0,0795 UA/g enzima Bl: 50 C1 5.5
A2: 0,159 UA/g enzima B2: 65 C2 6.5

Papaina= 3, 18 UA/ mg de enzima

UA= unidad anson

Cuadro 11 Tratamientos de estudio para la obtencién de proteina hidroliza de quinua.

TRATAMIENTOS COMBINACIONES REPRESENTACIONES

Tul AlB1C1 0,0795 UA a 50°C con pH 5.5
T2 AlB1C2 0,0795 UA a 50°C con pH 6.5
Tu3 AlB2C1 0,0795 UA a 65°C con pH 5.5
T4 AlB2C2 0,0795 UA a 65°C con pH 6.5
Tub A2B1C1 0,159 UA a 50°C con pH 5.5
T b6 A2B1C2 0,159 UA a 50°C con pH 6.5
Tu7 A2B2C1 0,159 UA a 65°C con pH 5.5
T a8 A2B2C2 0,159 UA a 65°C con pH 6.5

Tw: Tratamiento Hidrolizado

Anélisis estadistico para la obtencion de proteina hidrolizada de quinua

Cuadro 12. Esquema del andlisis de varianza para la obtencion de proteina hidrolizada

de quinua.

FUENTES DE VARIACION
Total

Tratamientos

A (enzima papaina)
B (temperatura )

C (pH)

AxB

AxC

BxC

AxBxC

Error experimental

@)

[ay
(¢]

[ T P T N N
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Para los factores e interacciones significativas se aplicd la prueba de Tukey al 5%.

Variables y métodos de evaluacion para la proteina hidrolizada de quinua

Las variables estudiadas para la obtencién de proteina hidrolizada de quinua se

detallan a continuacioén.

Grado de hidrolisis de la proteina.- Se determind aplicando la técnica de
precipitacion con acido tricloroacético (TCA) al 10 %, por el método descrito por
Kim, Peter y Rhee (1990), adaptado por el departamento de Nutricién y Calidad
INIAP (Anexo 6).

El grado de hidrdlisis, se calcul6 aplicando la siguiente formula:

Ecuacién 4 Grado de hidrolisis de la proteina hidrolizada

o proteina soluble con TCA al 10% [4]
Grado de Hidrolisis = - X100
proteina total

Indice de refraccion.- Se tom6 al final del proceso de hidrdlisis de la proteina, para
medir el grado de glucosa que posee la solucion, mediante el método adaptado por
el departamento de Nutricion y calidad INIAP (Anexo 7).

Proceso para la obtencion de un hidrolizado proteico de quinua

El proceso utilizado para la obtencion de proteina hidrolizada, se detalla a

continuacion.

Mezcla y agitacion.- Se realiz6 al método que contenga mayor contenido de
proteina en el aislado para hidrolizarla, luego se procedié a una suspensién de
aislado y agua con relacion 1:10 (p/v) a temperaturas desde 50°C, 65°C y pH (5,5;
6,5) parametros adecuados para el desarrollo de la enzima papaina en el proceso de

hidrolisis de la proteina.
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Hidrolisis.- se procedi6 a la adicion de la enzima proteasa (papaina) a
concentraciones (0,0795; 0,159) UA/ g de enzima para la hidrdlisis de la proteina
durante 3 horas, finalizado su proceso se llevd a 92°C por 10 minutos para la
inactivacion de la enzima; dicho proceso se efectud en un macerador de 4 litros,

con control de agitacion, temperatura y pH para dar inicio al proceso de hidrolisis.

Centrifugacion.- Se realizd una vez finalizado el proceso hidrolitico; se tomo
muestras en tubos graduados para su centrifugacion durante 15 min a 10000 rpm,

donde se observo la separacion del sobrenadante del precipitado.

Congelacion.- se tomd el sobrenadante el cual contiene enlaces peptidicos méas
pequefios, una vez finalizado el proceso fue llevado a congelacion (-15°C) para su

posterior proceso.

Liofilizacion.- se efectud por 120 horas a -37°C y a 9,8 KPa de presion, una vez

seca la proteina hidrolizada, se almacenada en fundas.

3.3.3 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES DEL

HIDROLIZADO PROTEICO

Las propiedades funcionales del hidrolizado proteico, se lo realiz6 con la finalidad
de evaluar las caracteristicas deseables que pueda impartir a un alimento o

ingrediente aumentando la calidad de un producto.

Con los mejores tratamientos obtenidos de la proteina hidrolizada de quinua, se

procedio a analizar los siguientes variables que se detallan a continuacion.

indice de la solubilidad.- Se analizé para medir el indice de solubilidad que posee
la proteina hidrolizada y se cuantific6 mediante el método Mukherjee (1989),

adaptado por el departamento de Nutricion y calidad INIAP (Anexo 8).
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Indice de dispersibilidad de la proteina.- Se realiz6 una vez solubilizada la
proteina hidrolizada para medir la capacidad de dispersion de ella en el agua; se
cuantifico mediante el método 46-23 AACC (1974), adaptado por el departamento
de Nutricion y calidad INIAP (Anexo 9).

Capacidad espumante.- Se midié una vez solubilizada la proteina en agua, para
medir la formacion de espuma; la proteina debe ser soluble en agua y flexible. se
determind usando el método de Chau, Cheung y Whon (1977), adaptado por el
departamento de Nutricion y calidad INIAP (Anexo 10).

Ecuacion 5 Capacidad espumante en la proteina hidrolizada

V(%) = %xwo

Donde: IV % = Incremento en volumen
Vf = Volumen Final

Vo = VVolumen inicial

Capacidad de retencion de agua y aceite.-Se analiz6 para medir la habilidad de
la proteina hidrolizada en retener agua o aceite dentro de su matriz'y se cuantifico
usando el método de Chau, Cheung y Whon (1977), adaptado por el departamento
de Nutricion y calidad INIAP (Anexo 11)

Ecuacion 6 Capacidad de retencion de agua en el hidrolizado de proteina

peso de pellet hidratado — peso de muestra (b.s) [6]

Capacidad de retencion de agua = peso de muestra (b.s)

Dénde: bs: base seca muestra
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3.3.4 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES NUTRICIONALES

DEL HIDROLIZADO PROTEICO

La propiedad nutricional del hidrolizado proteico, se lo realizo con la finalidad de
evaluar la calidad de la proteina y su digestibilidad para su asimilacion y

aprovechamiento.

Las variables evaluadas en las propiedades nutricionales del hidrolizado se detallan

a continuacion.

Concentracion de proteina.- Se analiz6 al final del proceso del hidrolizado de
proteina liofilizada, utilizando el método Kjeldahl; 955.39 (A.O.A.C, 1984). En
donde se determind la concentracion de proteina que posee el hidrolizado de quinua
(Anexo 12).

Perfil de aminoacidos.- El perfil de aminoacidos de la proteina hidrolizada de
quinua, fue analizado por el laboratorio analitico UBA “Excelencia Quimica S.A”
de la ciudad de Guayaquil, donde utilizaron el método Burbach Institute
Prederivatizacion (HPLC-FLD).

Digestibilidad de la proteina.- se realiz6 con la finalidad de evaluar la calidad de
la proteina y su grado de digestibilidad de esta. Se determind por medio de un
método in vitro donde se tomd como referencia los protocolos de Hsu (1977),

adaptado en el departamento de Nutricion y Calidad INIAP. (Anexo 13).
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3.4 MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO

3.4.1 DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA ELABORACION DE

HARINA DE QUINUA Chenopodium quinoa willd.

Quinua Tunkahuan _____ RECEPCION

\ 4
CLASIFICADO Y LIMPIEZA [ » Impurezas

\ 4
DESCARIFICACION ——> Saponina

75°Ca 8 horas SECADO
MOLIDO
Y
250 um TAMIZADO > Fibra

A
Hexano a 24 horas ——»  DESENGRASADO - » Aceite de quinua

A 4
75°Ca 8 horas SECADO

v

HARINA DE QUINUA
DESENGRASADA
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3.4.1.1 Diagrama de flujo para la elaboracion de harina de quinua

Chenopodium quinoa willd.

Repecion

Selecciény
limpieza

Descarificado

752 C a 8 horas Secado
Molido
ACTIVIDAD SIIMBOLO
RECEPCION |:| 250 um Tamizado
OPERACION Q
Hexano a 24 horas Desengrasado
ALMACENAMIIENTO v
Secado
752 C a 8 horas
INICIO O Q
FINALIZACION
Almacenado
OPERACION ' ‘
COMBINADA

» Harina de quinua desengrasada
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3.4.1.2 Balances de materiales para la elaboracion de harina de quinua

Chenopodium quinoa willd.

Quinua Tunkahuan 32008 | RECEPCION
Perdida 0,033%
CLASIFICADO Y LIMPIEZA —> 1lg impurezas
2999g
, Perdida 3,33%
DESCARIFICACION > 100g grano
2899g
75°C a 8 horas SECADO —_ Perdida 0,34%
10g grano
2889g &8
Perdida 3,46%
MOLIDO > 100g harina
2789g
Perdida 5,37%
250 um f !
TAMIZADO > 150g fibra
2639g
Hexano a 24 horas ——»  DESENGRASADO ——)» Perdida 1,48%
2599,8¢ 39,21g aceite
75°C a 8 horas SECADO | > Perdida 0,19%
5g harina
2594,8g
HARINA DE QUINUA
DESENGRASADA
_ Masa final
R=————X 100
Masa inicial
2591,7¢g ¥ 100
R= 30004
R=86,39% PERDIDAS= 13,61%
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3.4.2 DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA OBTENCION DE UN

AISLADO PROTEICO DE QUINUA Chenopodium quinoa willd POR

PRECIPITACION ISOELECTRICA.

HARINA DE QUINUA

v

Harina/agua destilada 1:10 (p/v) >

MEZCLA Y AGITACION

A

A 4

T:1a2 horas; pH8,9,10 con Na(OH) 1N

SOLUBILIZACION
ALCALINA

v

2 veces

10000 rpm; T: 15 min

CENTRIFUGACION

—» Precipitado

'

SOBRENADANTE

pH 4,5 con acido citricoy HCI 1IN

10000 rpm; T: 15 min

pH 7; Na (OH) IN

4

PRECIPITACION

!

CENTRIFUGACION

—»  sobrenadante

\ 4

PROTEINA

v

LAVADO

v

(-37°Ca 9,8 KPa) durante

LIOFILIZACION

5  Proteina liofilizada

120 horas

v

AISLADO PROTEICO
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3.4.2.1 Diagrama de flujo para la obtencion de un aislado proteico de quinua

Chenopodium quinoa willd por precipitacion isoeléctrica.

Recepcion
Harina de quinua

A

Harina/ agua 1:10 (p/v) Mezcla y agitacion

T:1a2 horas; pH 8,9,10 con Na (OH) 1N Solubilizacién

alcalina

2 veces

10000rpm; T: 15 min

centrifugado

Sobrenadante, pH 4,5 con acido
citricoy HCI 1IN

Precipitacion isoeléctrica

SOLO-OLHOO

ACTIVIDAD SIIMBOLO
RECEPCION |:| 10000rpm; T: 15 min centrifugacion
OPERACION Q
. Lavado
Agua destilada; -15°C v Y
congelado
ALMACENAMIIENTO v
-37°CA 9,8 KPa liofilizacién
INICIO O ( ) durante 120 horas
FINALIZACION
Almacenado
OPERACION
COMBINADA
Aislado proteico de quinua por

precipitacion isoeléctrica

0
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3.4.2.2 Balance de materiales para la obtencion de un aislado proteico de
quinua Chenopodium quinoa willd por precipitacion isoeléctrica con

acido citrico

1000g

HARINA DE QUINUA
DESENGRASADA

Agua 5000g

1000g

SUSPENSION (1:5 p/v)

6000g

Na(OH)42,5g |

SOLUBILIZACION
ALCALINA; pH:9

10000 rpm, t:15 min

6042,5¢ 1845,38¢

Precipitado |

CENTRIFUGACION

4197,12g
SOBRENADANTE

Agua Na (OH) 1IN
3690,76 g 2g

1

SUSPENSION (1:3 p/v)
5538,14g

H

A
AGITACION 30min

CENTRIFUGACION Residuo

10000 rpm, t:15 min 1691,31g torta

3846,79g < SOBRENADANTE
e e A
acido citrico PRECIPITACION
3lg ISOELECTRICA PH 4,5
i 8074.91g ] Masa final
‘ CENTRIFUGACION Sobrenadante (agua) Masa inicial
i 7143,07g
\ PASTA PROTEICA \ 119,85 ¢g
= X100
i 931,84g 1000
-37°Ca 9,8KPa .
( ) ‘ LIOFILIZACION ‘*’ 811,99g Agua

durante 120 horas

AISLADO PROTEICO

119,85 g Proteina aislada de quinua

RENDIMIENTO= 11,99%
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3.4.2.3 Balance de materiales para la obtencion de un aislado proteico de

quinua Chenopodium quinoa willd por precipitacion isoeléctrica con

acido clorhidrico.

1000g

HARINA DE QUINUA
DESENGRASADA

Agua 5000g

1000g

SUSPENSION (1:5 p/v)

6000g

Na (OH)47,5g |

SOLUBILIZACION
ALCALINA; pH,10

10000 rpm, t:15 min

6047,5¢ 1846,91¢

CENTRIFUGACION Precipitado !

420,598
SOBRENADANTE

Agua Na (OH) IN
3690,76 g 2%

1

SUSPENSION (1:3 p/v)

5539,67g
A
AGITACION 30min
CENTRIFUGACION Residuo
10000 rpm, t:15 min 1691,91g torta

durante 120 horas

3847,85¢ < SOBRENADANTE
acido Y
clorhidrico 1IN > PREC”’”’AC'ON
395¢ ISOELECTRICA PH 4,5
8087.94g Masa final
A, =
CENTRIFUGACION Sobrenadante (agua) Masa inicial
i 7156,21g
\ PASTA PROTEICA \ 124759 100
i 931,73g 1000
-37°Ca 9,8KPa .
( ) ‘ LIOFILIZACION ‘H 806,985 Agua

AISLADO PROTEICO

124,75g Proteina aislada de quinua

RENDIMIENTO= 12,48%
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3.4.3 DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA OBTENCION DE UN
AISLADO PROTEICO DE QUINUA Chenopodium quinoa willd

METODO ENZIMATICO.

HARINA DE QUIINUA
Harina/agua destilada < pH: 6,5y 7,5, con Na (OH)
—> MEZCLA Y AGITACION ’ 7=
1:10 (p/v) IN aT: 60°C,70°C
Enzima Diastasa
C1:0,025g ; B
C2:0,050g HIDROLISIS 8 horas de reaccién
902 C al0min INACTIVACION TERMICA
A Sobrenadante
10000 rpma 30 min CENTRIFUGACION > (azucares)
A
PRECIPITADO
LAVADO
(-37°C a 9,8 KPa) durante L p T,
roteina liofilizada
120 horas LIOFILIZADO >

v

AISLADO PROTEICO
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3.4.3.1 Diagrama de flujo para la obtencion de un aislado proteico de quinua

Chenopodium quinoa willd método enzimatico.

i

Recepcién
Harina de quinua

Harina/ agua 1:10 (p/v)
Mezcla y agitaciéon

pH: 7,5y 6,5 con Na (OH) 1N a T: 60 °C y 70°C

Enzima Diastasa

C1:0,025¢g hidrdlisis
€2:0,050 g
902 C a 10 mi Inactivacion
Shesmmn térmica

10000rpm; T: 15 min centrifugacion

lavado
ACTIVIDAD SIIMBOLO
iNSPECCION
37°CA 5,8 KPa liofilizacién
. durante 120 horas
OPERACION
almacenado

ALMACENAMIIENTO

<0000

Aislado proteico de quinua por via
enzimatica

0

OPERACION
COMBINADA

[ ]
O

\/

s N I a—
o

55



3.4.3.2 Balance de materiales para la obtencion de un aislado proteico de

quinua Chenopodium quinoa willd método enzimatico.

1000g —» HARINA DE QUIINUA

1000g
Agua 10000g

Na (OH) 1N 5g —> MEZCLA Y AGITACION

1:10 (p/v)
pH: 7,5y T: (60) °C 11000g
11000,075g
C1:0,025¢g 4" HIDROLISIS 8 horas de reaccién
11000,075g

v

T: 90°C por 10 min INACTIVACION TERMICA
11000,075g
Sobrenadante (azlucares
10000 rpm; t: 15 min CENTRIFUGACION —> 313° B(rix ) 7775,08g
PASTA PROTEICA

¢ 3229,99g
(-37°Ca 9,8 Kpa) ‘ LIOFILIZADO ’—> 2583,99g Agua
durante 120 horas

1 646,00

646,00g proteina aislada de quinua
Masa final
R= —_— 0
Masa inicial
R 646,00g
~ 1000 g

RENDIMIENTO= 64,6%
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344 DIAGRAMA DE PROCESO PARA LA OBTENCION DE
PROTEINA HIDROLIZADA DE QUINUA Chenopodium quinoa

willd.

AISLADO PROTEICO
Aislado/ agua destilada 1:10 (p/v) L

pH: 6.5y5.5con (NaOH) ——»  MEZCLAY AGITACION
INa T:65°Cy 65°C
Enzima papaina v i
C1:0,0759 UA/g > HIDROLISIS 3 horas de

C2:0,159 UA/g reaccion

\ 4
92°C en 10min INACTIVACION TERMICA

\ 4
CENTRIFUGACION —» Residuo

10000 rpm a 30 min

\ 4

SOBRENADANTE
-15°C CONGELACION
(-37°Ca 9,8 KPa) LIOFILIZACION

i

HIDROLIZADO PROTEICO
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3.4.4.1 Diagrama de flujo para la obtencién de proteina hidrolizada de

aislado/ agua 1:10 (p/v)

ACTIVIDAD

SIIMBOLO

iNSPECCION

OPERACION

ALMACENAMIIENTO

INICIO O
FINALIZACION

OPERACION
COMBINADA

UKlan

quinua Chenopodium quinoa willd.

=

Aislado proteico

pH:6,5y5.5con (NaOH)INaT: Mezcla y agitacién
65°Cy 50°C

Enzima papaina
C1:0,0795 UA g Hidrdlisis

C2:0,159 UA g

Inactivacion térmica
92°C en 10 min

10000rpm; T: 15 min centrifugacion
-15%C Congelacion
-37°CA 9,8 kPa liofilizacidn
Almacenado

Hidrolizado proteico de quinua
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3.4.4.2 Balance de materiales para la obtencion de proteina hidrolizada de

quinua Chenopodium quinoa willd.

AISLADO PROTEICO DE
1198 —» QUINNUA

1000g Agua —|
Na (OH) IN 4g _I

119,85¢

SUSPENSION (110 p/y) | ——» pH: 65 conNa (OH) INa T: 65°C

112385

Y

C2:0,159 UNgdeendima ENZIMA PAPAINA > Tiempo de reaccion 3 horas

l 1124,01¢

92°Cen 10min —»  INACTIVACION TERMICA

1124,01g

A

CENTRIFUGACION
10000 rpm a 30min

— % T145g

Residuo
s i vy 105256 hidrolizado
R= ——— X100 SOBRENADANTE
masa inicial
l 1052,56¢
56.272¢ Y100 \ CONGELACION \
© 11985¢
1052,568
R= 4695 (37°Ca98kPa) — LIOFILIZACION —>  996,288gagua
56,2728
HIDROLIZADO

i

56,272g proteina hidrolizada de quinua
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados y discusiones en esta investigacion se basan en los objetivos

planteados y variables evaluadas, que a continuacion se detallan.

4.1 EVALUACION DE DOS METODOS PARA LA
OBTENCION DE UN AISLADO PROTEICO A PARTIR DE
LA QUINUA.

Para la obtencién de un aislado proteico, se aplicd los métodos enzimatico y
precipitacion isoeléctrica, que a continuacion se detalla los resultados alcanzados.

411 METODO TRADICIONAL, PRECIPITACION ISOELECTRICA

Este método comprende dos fases, como son: la solubilidad alcalina y la
precipitacion isoeléctrica, que es el pH en donde la proteina presenta carga neta,
igual nimero de cargas positivas que negativas, es decir carga eléctrica de cero, en

donde la proteina precipita y es incapaz de desplazarse a otro campo eléctrico.
4.1.1.1 Solubilizacion alcalina de la proteina con Na (OH) 1N, primera fase.

La variable evaluada en la primera fase del disefio para la obtencién del aislado
proteico en la presente investigacion, permitio establecer la cantidad de solidos
solubles disueltos en el agua tales como: azucar, sales y acidos de cadena corta

presentes en el sobrenadante.
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Variable contenido de solidos solubles en el sobrenadante

CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES EN EL

SOBRENADANTE
3,95 7
< 39 e
=
@0 3,85 ' ': B °BRIX
3,8
TB1 TB2 TB3 TB4 TB5 TB6

TRATAMIENTOS

Grafico 1.Contenido de sdlidos solubles en el sobrenadante

En el grafico N°1, la solubilizacion alcalina de la proteina a pH 8, 9 y 10 con Na
(OH) 1IN a 1 y 2 horas de solubilidad, presentan contenidos de solidos solubles
parejos en todos los tratamientos. Estos pardmetros son similares a los encontrados
por investigaciones realizadas por Rivera (2006), que trabajo a pH 9 con Na (OH)
2N a 1 hora de solubilidad y Callisaya et al (2009) que solubiliza a la proteina con
pH 8,0 y 8,9 con Na (OH) 1IN a 1 hora. Es decir las proteinas extraidas a pH
alcalinos tienen una predominancia de especies cargadas negativamente, debido a
la ionizacion de los grupos carboxilo y desprotonacion de los grupos amina. Este
fendmeno se incrementa en las proteinas, alentando a su interaccién con el
disolvente aumentando de este modo la solubilidad de las proteinas, dejando las
regiones hidrofébicas en libertad de combinarse intermolecularmente Valenzuela,
(2013). En cuanto a los parametros evaluados en la solubilizacion alcalina fueron
los mas recomendados, ya que permiten obtener una cantidad apreciable de
proteina, puesto que trabajar a tratamientos muy alcalinos a pH> 9 afectan

negativamente a los aminoacidos, que causan cierto grado de desnaturalizacion.
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Analisis de varianza del contenido de s6lidos solubles en el sobrenadante.

F.V. SC Gl CM FC 5% 1%
TRATAMIENTOS 0,18 5 0,04 1,54 NS 3,00 4,82
FACTOR B 0,07 2 0,04 15NS 3,49 5,95
FACTOR A 0,04 1 0,04 1,52 NS 3,89 6,63
FACTOR A*B 0,07 2 0,04 1,6 NS 3,89 5,95
ERROR 0,28 12 0,02
TOTAL 0,46 17

C.V =3,98%

NS: NO SIGNIFICATIVO
**. ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
*: SIGNIFICATIVO

C.V: COEFICIENTE DE VARIACION

En el andlisis de varianza, del contenido de solidos solubles presentes en le
sobrenadante, revel6 que no existe significacion estadistica para los tratamientos,
factor A (tiempo de solubilidad), Factor B (pH), Interaccion AxB. Es decir, que el
tiempo de solubilidad y los diferentes niveles de pH se comportan de igual manera,

debido a que la solucion en el ensayo tenia una misma temperatura.

4.1.1.2 Precipitacion isoeléctrica de la proteina a pH (4,5) segundo fase
El punto isoeléctrico indica que la proteina no posee carga eléctrica y que es incapaz
de desplazarse a un campo eléctrico, permitiendo la precipitacion de las proteinas.

Las variables evaluadas en esta fase para la obtencion del aislado proteico, permitid
establecer la cantidad de proteina extraida por precipitacion isoeléctrica y por

consiguiente su rendimiento.
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4.1.1.2.1 Variable rendimiento del aislado proteico de quinua en 200g por

precipitacion isoeléctrica.

RENDIMIENTO DEL AISLADO PROTEICO POR
PRECIPITACION ISOELECTRICA EN 200g

0,
14.00% e 1189% 12,48%

12,00% 10.27% 10,92% 10,47%
10,00%

8,00%

6,00%

4,00%

2,00%

0,00%

PORCENTAIJE %

ph8,1h ph9,1h phl0,1h ph8,2h ph9,2h pHI0,2h
TAl TA2 TA3 TA4 TA5 T A6

B RENDIMIENTO

Grafico 2. Rendimiento del aislado de quinua por precipitacion isoeléctrica

En el grafico N° 2, el aislado proteico por precipitacion isoeléctrica, alcanzé mayor
rendimiento en el T A6 a pH10 con 12,48% porcentaje superior, con respecto a la
investigacion realizada por Toapanta (2016), que obtuvo un rendimiento en aislado
proteico de quinua con 6,29% a pH 8,0. Es decir, la extraccion de la proteina se
incrementa a media que el pH aumenta; esto se debe a las fuerzas de atraccién que
presenta la proteina con el disolvente HCI un &cido fuerte y mas ionizable capaz de
recibir y donar electrones, logrando estructurar en mayor o menor grado a las
moléculas de agua a su alrededor, causando su interaccién directa con la proteina
(Badui, 2013).

Sin embargo, el rendimiento del aislado de quinua es inferior, debido a que se
trabajo con una relacion 1:10 (p/v) de suspension acuosa, en donde al aumentar la
concentracion del disolvente aumenta el coeficiente de transferencia de masa
resultando una mayor extraccion de proteina.
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Anédlisis de varianza para el rendimiento del aislado por precipitacion

isoeléctrica.

F.V. sc Gl CcM FC 5% 1%
TRATAMIENTOS 10,83 5 2,17 11,90 4,82 3,00
FACTOR A 0,50 1 0,50 2,75%* 6,93 3,89
FACTOR B 6,27 2 3,14 17,23* 5,95 3,49
FACTOR A* B 4,05 2 2,03 11,14* 6,93 3,89

ERROR 2,18 12 0,18

TOTAL 13,01 17

C.V =3.81%

NS: NO SIGNIFICATIVO
** ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
*: SIGNIFICATIVO

C.V: COEFICIENTE DE VARIACION

En el andlisis de varianza, del rendimiento de la proteina aislada por precipitacion
isoeléctrica, reveld que existe alta significacion estadistica para los tratamientos,
factor A (tipo de &cido), Factor B (numero de lavados), Interaccion AxB. Es decir,
el tipo de &cido con diferentes niveles de pH, influyen en el rendimiento del aislado,

debido a los cambios de ionizacion que presenta la proteina por efecto del pH.

Se realiz6 pruebas de significacion Tukey al 5% para tratamientos y Diferencia

minima significativa para el Factor A (tipo de &cido) y Factor B (pH).

Tabla 6. Prueba de Tukey al 5 % para el rendimiento del aislado, por precipitacion

isoeléctrica.
TRATAMIENTOS MEDIAS RANGO

T A6 (A2B3) 12,48 a

T A5 (A2B2) 11,89 a b

T A3 (A1B3) 11,14 b c
T A2 (A1B2) 10,02 b c
T A4 (A2B1) 10,47 ¢
T Al (A1B1) 10,27 ¢

Ta: Tratamiento Acido

En la prueba de Tukey al 5%, se pudo establecer que en el rango a, se encuentran

el mejor tratamiento, el cual contiene mayor rendimiento en aislado por
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precipitacion isoeléctrica cuyo valor es: 12,80% que corresponde al tratamiento Ta6

(pH 10 con &cido clorhidrico, dos lavados) respectivamente.

Tabla 7. Prueba de Diferencia Minima Significativa para factor A y factor B en el

rendimiento del aislado, por precipitacién isoeléctrica.

FACTORA MEDIAS RANGOS FACTOR B MEDIAS RANGOS
A2 12,05 a B3 11,70 a
Al 10,57 a B2 11,67 a

B1 10,37 b

Al realizar la prueba de diferencia minima significativa para los factores A tipo de
acido (12,05), B numero de lavados (11,70), se pudo evidenciar las mejores medias
con un rango “a”. Es decir los pardmetros utilizados en el Ta6 (&cido clorhidrico,
dos lavados y pH 10) permiten obtener mayor rendimiento de aislado. Sin embrago,

a pH muy alcalinos puede ocasionar una desnaturalizacion de la proteina.

Interaccion (AxB), variable rendimiento del aislado, por precipitacion

isoeléctrica.
4 N\
INTERACCION (AXB) EN LA VARIABLE RENDIMIENTO EN EL
AISLADO PROTEICO POR PRECIPITACION ISOELECTRICA
A2 Al
13,00 13,00
12,50 12,50
12,00 12,00
11,50 11,50
11,00 11,00
10,50 10,50
10,37

10,00 10,00

9,50 9,50

9,00 9,00

B3 B2 Bl
e | AVADOS e====TI|PO DE ACIDO

\ J

Grafico 3. Interaccion de los factores (AxB) en la variable rendimiento del aislado, por

precipitacion isoeléctrica.
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En el grafico N° 3, podemos observar el comportamiento de las medias de los
respectivos factores A y B, del tipo de acido con el nimero de lavados. Se visualiza
el punto 6ptimo ubicado en el cuadrante A2B3 con 11,70 que indica el punto de
equilibrio del tipo de acido A2 (&cido clorhidrico 1N) y B3 (dos lavados) que
permiten obtener mayor rendimiento de aislado, por precipitacion isoeléctrica, libre

de polisacaridos insolubles y fibra cruda.

4.1.1.2.2 Variable contenido de proteina en el aislado proteico por

precipitacion isoeléctrica.

CONTENIDO DE PROTEINA EN EL AISLADO POR
PRECIPITACION ISOELECTRICA

PROTEINA

9
63,26% 66,21% 61,21% 58,00% 54 89% 65,31%

80,00%
60,00%
40,00%
20,00%

0,00%

ph8, 1 h ph9, 1 h ph10,1h ph8,2h ph9, 2 h pH10, 2h

PORCENTAIJE DE PROTEINA %

TAL TA2 TA3 TA4 TAS TA6

TRATAMIENTOS

Grafico 4. Contenido de proteina en el aislado proteico por precipitacion isoeléctrico.

En el grafico N° 4, el aislado proteico por precipitacion isoeléctrica, alcanzo un
contenido de proteina de 66,21% en el Ta2 a pH 9, porcentaje superior con respecto
al aislado de quinua obtenido por Toapanta (2016) con 64,97% de proteina a pH
8,0. En cuanto a otras investigaciones, su contenido de proteina es inferior con
respecto a Rivera (2006), que obtuvo un aislado de quinua con 77,20% de proteina
a pH 9 y Silva (2006), que obtuvo un aislado de quinua con 83,50% de proteina a
pH 11. Estos valores se deben a diferentes parametros de extraccion para la
obtencion de la proteina, como también la utilizacion de diferente variedad de

quinua.
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Asi que, a medida que el pH va aumentando en la solucidn alcalina, el porcentaje
de extraccion va incrementado, pero a condiciones muy alcalinas puede ocasionar
una desnaturalizacion de la proteina y pérdida de ciertos aminoacidos tales como

triptofano, lisina, cistina etc.

Anélisis de varianza en el contenido de proteina del aislado por precipitacion

isoeléctrica.

F.V. sc Gl CcM FC 5% 1%
TRATAMIENTOS 323,44 5 64,69 7,5% 3 4,82
FACTOR A 88,98 1 88,98 10,31* 3,89 6,93
FACTOR B 34,2 2 17,1 1,98NS 3,49 5,95
FACTOR AXB 200,27 2 100,13 11,6* 3,89 5,95

ERROR 103,56 12 8,63

TOTAL 427 17

C.V.=479%
NS: NO SIGNIFICATIVO
** ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
*: SIGNIFICATIVO

C.V: COEFICIENTE DE VARIACION

En el andlisis de varianza para el contenido de proteina en el aislado por
precipitacion isoeléctrica, se detectd que existe alta significacion estadistica para
los tratamientos, factor A (tipo de acido), Interaccion AxB y no significativo para
Factor B (nimero de lavados). Es decir que para la extraccion de la proteina el
numero de lavados no influye en su composicion; por lo que el tipo de acido con
diferentes niveles de pH influyen en la extraccion de la proteina y por consiguiente

en su rendimiento.

Se realizd pruebas de significacion, Tukey al 5% para tratamientos y Diferencia

minima significativa para el Factor A (tipo de acido) y Factor B (pH).
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Tabla 8. Prueba de Tukey al 5 % para el contenido de proteina en el aislado proteico por

precipitacion isoeléctrica.

TRATAMIENTOS Medias RANGO

T a2 (A1B2) 66,21 a

T a6 (A2B3) 65,31 a b

T Al (A1B1) 63,26 a b

T A3 (A1B3) 61,21 a b ¢
T a4 (A2B1) 58,00 b c
T A5 (A2B2) 54,03 c

Ta: Tratamiento Acido

Al realizar la prueba de Tukey al 5%, se pudo establecer que en el rango a, se
encuentra el mejor tratamiento, el cual contienen mayor cantidad de proteina
extraida por precipitacion isoeléctrica; cuyo valor es: 66,21% que corresponde a al
tratamiento Ta2 (pH 9 con &cido citrico, un lavado y rendimiento 11,89%)

respectivamente.

Tabla 9. Prueba de Diferencia Minina Significativa para Factor A Y Factor B en el contenido

de proteina aislada por precipitacion isoeléctrica.

FACTORA  MEDIAS RANGOS FACTOR B MEDIAS  RANGOS

Al 63,56 a B3 66,29 a

A2 60,68 b Bl 61,63 a
B2 59,12 a

Al realizar la prueba de diferencia minima significativa, para los factores A tipo de
acido (63,56), B numero de lavados (66,29), se pudo evidenciar las mejores medias
con un rango “a”. Por lo tanto los pardmetros utilizados en el Ta2 (&cido citrico,
dos lavados y pH 9) son los apropiados para extraer mayor contenido de proteina

aislada por precipitacion isoeléctrica.
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Interaccion (AxB) en la variable contenido de proteina en el aislado proteico

por precipitacion isoeléctrica.

e N
INTERACCION (AXC) EN LA VARIABLE CONTENIDO DE
PROTEINA EN EL AISLADO PROTEICO POR PREIPITACION
Al ISOELECTRICA A2
70,00 70,00
65,00 66,29 65,00
60,00 / 6068 60,00
59,12
63.00
55,00 55,00
B3 B2 Bl
LAVADOS TIPO DE ACIDO
\_ J

Gréafico 5. Contenido de proteina en el aislado por precipitacion isoeléctrica.

En el grafico N° 5, se observar el comportamiento de las medias de los respectivos
factores A 'y B, del tipo de acido con el nimero de lavados. Se visualiza el punto
optimo ubicado en el cuadrante A1B2 con 63,00 gue indica el punto de equilibrio
del tipo de &cido Al (&cido citrico) y B2 (un lavado) parametros adecuados para
obtener mayor contenido de proteina presente en los aislados y con los lavados

obtener proteina libre sustancias acidas.

412 METODO ENZIMATICO PARA LA OBTENCION DE UN
AISLADO PROTEICO DE QUINUA.

Para la obtencion de un aislado proteico de quinua por via enzimatica, se empleo la
enzima Diastasa con propiedades de alfa-amilasa y beta-amilasa que hidrolizan los
enlaces al-4 y a 1-6 en conjunto descomponiendo las cadenas largas y ramificadas
del almidon en azucares (Casallas, Gonzales, Rodriguez, & Suta, 2015).

69



4.1.2.1 Variable indice de refraccion para la hidrélisis del almidén de quinua.

iNDICE DE REFRACCION EN LA HIDROLISIS DEL ALMIDON
DE QUINUA
16
14 ——TE1
12 TE2
10 TE3
= 3 —%—TE4
o
6 —o—TE5
a et T E6
2 T E7
T E8
(i}
()} 1 2 3 a4 5 6 7 8 9
TIEMPO

Gréfico 6 Hidrdlisis del almidén de quinua

En el grafico N° 6, la hidrdlisis del almidon de quinua, obtuvo mayor cantidad de
azucares liberados por medio de la degradacion del almidén en el tratamiento Tg2
(0,025g a 60°C y pH 7,5) representando 13,10° Brix, el dato obtenido en esta
investigacion es inferior en comparacion a Chiluisa (2015) que hidroliza el almidon
de platano y obtiene 14°Brix en la etapa de sacarificacion a concentraciones de
0,069/L de amiloglucosidasa. No obstante la enzima utilizada Diastasa trabajo 60°C
en la etapa de gelificacion y licuefaccion del almidon atacando a los enlaces
glucosidicos a (1-4) de la amilosa y a (1-6) de la amilopectina, ya que opera en las
moléculas terminales de las cadenas, produciendo cada vez mas moléculas de

glucosa (Galvez, Flores, & Gonzalez, 2013).
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Andlisis de varianza para el indice de refraccion en la hidrdlisis del almidon

de quinua.

F.V. sC Gl CM FC 5% 1%
TRATAMIENTOS 25,96 7 3,71 30,96** 2,59 3,89
FACTOR A 15,94 1 15,94 133,05** 3,63 6,23
FACTOR B 4,03 1 4,03 33,67 3,63 6,23
FACTOR C 0,71 1 0,71 5,90* 3,63 6,23
FACTOR AXB 3,41 1 3,41 28,42** 4,49 8,53
FACTOR AXC 0,26 1 0,26 2,21NS 4,49 8,53
FACTOR BXC 1,16 1 1,16 9,70* 4,49 8,53
FACTOR AXBXC 0,45 1 0,45 3,74NS 4,49 8,53

ERROR 1,92 16 0,12

TOTAL 27,88 23
C.V=319%

NS: NO SIGNIFICATIVO
**. ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
*. SIGNIFICATIVO

C.V: COEFICIENTE DE VARIACION

En el andlisis de varianza, para el indice de refraccion en la hidrolisis del almidén
por via enzimaética, reveld que existe alta significacion estadistica para los
tratamientos, factor A (concentracion de enzima), factor B (temperatura), factor C
(pH), Interaccion AxB, interaccion AXC e interaccion BxC. Es decir, la hidrdlisis
del almidoén con la enzima aplicada a diferentes temperaturas y pH, influyen en la

degradacion del almidén a moléculas de glucosa.

Se realizO pruebas de significacion Tukey al 5% para tratamientos y Diferencia
minima significativa para el Factor A (concentracion de enzima), Factor B

(temperatura) y Factor C (pH).
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Tabla 10.Prueba de Tukey al 5 % para el indice de refraccion en la hidrélisis del almidén
por via enzimatica

TRATAMIENTOS MEDIAS RANGO

T £2 (A1B1C2) 13,10 a

T £1 (A1B1C1) 11,83 b

T 3 (A1B2C1) 10,97 b ¢

T 4 (A1B2C2) 10,81 © d
T £6 (A2B1C2) 10,23 4
T 7 (A2B2C1) 10,03 C d
T £8 (A2B2C2) 10,00 C 4
T 5 (A2B1C1) 9,93 d

Te: Tratamiento enzimatico

Al realizar la prueba de Tukey al 5% se pudo establecer que en el rango a, se
encuentra el mejor tratamiento, el cual contiene mayor cantidad de azlcares
disueltos en el sobrenadante por medio de la hidrdlisis del almidén por via
enzimatica; cuyo valor es: 13,10 °Brix para el rango “a” que corresponden al

tratamiento T2 (0,025ga 60°C y pH 7,5) respectivamente.

Tabla 11. Prueba de Diferencia minima significativa para factor A; factor B; factor C en el
indice de refraccion para la hidrélisis del almidén por via enzimatica.

FACTOR A MEDIAS RANGOS

Al 11,88 a
A2 10,05 b
FACTORB Medias RANGOS FACTORC Medias RANGOS
B1 11,48 a C2 11,25 a
B2 10,46 b C1 11,02 b
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Al realizar la prueba de diferencia minima significativa para los factores A
concentracion de enzima (11,88), B temperatura (11,48) y C pH (11,25), se pudo
evidenciar las mejores medias con un rango “a”. Por lo tanto, los pardmetros
utilizados en el T2 (0,025g a 60°C y pH 9) son apropiados para que la enzima
Diastasa hidrolice el almiddn de quinua liberando mayor cantidad de azUcares.

Interaccion AxB en la variable indice de refraccion para la hidrdlisis del

almiddn de quinua por via enzimética.

4 N\
INTERACCION (AxB) EN LA VARIABLE iNDICE DE REFRACCION PARA EL
AISLADO ROTEICO POR ViA ENZIMATICA
B2 B1
15,00 15,00
14,00 14,00
13,00 13,00
12,00 S 12,00
11,00 10,92 11,00
11,28
10,00 10,05 10,00
9,00 11,02 9,00
8,00 8,00
7,00 7,00
A2 Al
——— CONCENTRACION DE ENZIMA  —— TEMPERATURA
- J

Gréfico 7. Interaccion en la variable indice de refraccion en la hidrdlisis del almidén

En el grafico N° 7, podemos observar el comportamiento de las medias de los
respectivos factores A y B, la concentracion de enzima a diferentes temperaturas.
Se visualiza el punto 6ptimo ubicado en el cuadrante A1B1 con 11,02 que indica el
punto de equilibrio donde la concentracion de enzima Al (0,025g) a temperatura
60°C; parametros apropiados para que la enzima Diastasa, sea estable, funcione de
manera eficiente sobre las cadenas del almidon liberando mayor cantidad de

azucares.
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Interaccion AxC en la variable indice de refraccion para la hidrdlisis del

almiddn de quinua por via enzimatica

e A
INTERACCION (AxC) EN LA VARIABLE iNDICE DE REFRACCION PARA EL
AISLADO ROTEICO POR ViA ENZIMATICA
C2 C1
15,00 15,00
14,00 14,00
13,00 13,00
12,00 118 12,00
11,00 11,62 11,00
11,25
10,00 10,05 10,00
9,00 11.02 9,00
8,00 8,00
7,00 7,00
A2 Al
——— CONCENTRACION DE ENZIMA e pH
\_ Y,

Grafico 8. Interaccién AXC en la variable indice de refraccién en la hidrélisis del almidén

En el grafico N° 8, podemos observar el comportamiento de las medias de los
respectivos factores A y C la concentracién de enzima a diferentes pH. Se visualiza
el punto 6ptimo ubicado en el cuadrante A1C2 con 11,02 que indica el punto de
equilibrio donde la concentracion de enzima Al (0,025g) con C2 (7,5 pH),
parametros apropiados para que la enzima, se estable, realice su actividad catalitica

trabaje de manera eficiente sobre el almiddn, liberando mayor cantidad de azucares.
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Interaccion BxC en la variable indice de refaccion para la hidrolisis del

almidén de quinua por via enzimatica.

4 N\
INTERACCION (BxC) EN LA VARIABLE iNDICE DE REFRACCION PARA EL
AISLADO ROTEICO POR ViA ENZIMATICA
2 c1
15,00 15,00
14,00 14,00
13,00 13,00
12,00 12,00
11.4.
11,00 : ‘ﬁ T 11,00
11,25
10,00 : 10,46 10,00
9,00 11,02 9,00
8,00 8,00
7,00 7,00
B2 B1
——TEMPERATURA ——pH
g 4

Grafico 9. Interaccion BxC en la variable indice de refraccion en la hidrélisis del almidén

En el grafico N° 9, podemos observar el comportamiento de las medias de los
respectivos factores B y C, la temperatura con diferentes pH. Se visualiza el punto
Optimo ubicado en cuadrante B1C2 con 11,02 que indica el punto de equilibrio
donde la concentracion de enzima Al (0,025g) con C2 (7,5 pH), son parametros
apropiados para que la enzima sea estable, realice su actividad catalitica y trabaje

de manera eficiente sobre el almidon, liberando mayor cantidad de azUcares.
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4.1.2.2 Variable contenido de almidon presente en el aislado por via

enzimatica.

CONTENIDO DE ALMIDON PRESENTE EN EL
AISLADO POR ViA ENZIMATICA

2,23

- ALMIDON
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Gréfico 10. Contenido de almiddn en el aislado por via enzimatica
En el grafico N° 10, el aislado proteico por via enzimética, presentd menor
contenido de almidén presente en el aislado proteico de 2,23% en el tratamiento
Te2 (0,025g a 60°C y pH 7,5). Este dato, es superior con respecto a la investigacion
realiza por Chiluisa (2015), que obtuvo valores minimos de contenido de almidon
en el platano a 0,18% con concentraciones de 0,6¢/L de alfa-amilasa y 0,06¢/L de
amiloglucosidasa. Es decir la enzima Diastasa en las etapas de licuefaccion y
sacarificacion, ataca a enlaces glucosidicos a (1-4) de la amilosa y o (1-6) de la
amilopectina. No obstante, no logra una mayor ruptura de la estructura cristalina
del almiddn, debido a que no logra hidrolizar por completo sus ramificaciones en
los enlaces a (1-6) formados por dobles hélices seis o siete unidades glucosidicas
por cada vuelta (Fennema, 2010). Obteniendo como resultado un aislado de baja

calidad proteica.
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Andlisis de varianza para el contenido de almidon en el aislado por via

enzimatica.

F.V. e Gl CcM FC 5% 1%
TRATAMIENTOS 1405 7 20,07 146,48** 2,59 3,89
FACTOR A 107,32 1 107,32 783,2%* 3,63 6,23
FACTOR B 26,48 1 26,48 193,26** 3,63 6,23
FACTOR C 2,77 1 2,77 20,2%* 3,63 6,23
FACTOR AXB 0,25 1 0,25 1,86NS 4,49 8,53
FACTOR AXC 05 1 05 3,66NS 4,49 8,53
FACTOR BXC 1,05 1 1,05 7,63 4,49 8,53
FACTOR AXBXC 2,13 1 2,13 15,55 4,49 8,,53

ERROR 2,19 16 0,14

TOTAL 142,69 23
C.V =4,80%

NS: NO SIGNIFICATIVO
**. ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
*: SIGNIFICATIVO

C.V: COEFICIENTE DE VARIACION

En el analisis de varianza, para el contenido de almidon presente en el aislado
proteico por via enzimatica, se detectd que existe alta significacion estadistica para
los tratamientos, factor A (concentracion de enzima), factor B (temperatura), Factor
C (pH), Interaccion AxB, Interaccién AXC, Interaccion BXC y en la Interaccion
AXBXC; es decir el contenido de almidon presente en el aislado influye en la

extraccion y en calidad de la proteina aislada.

Se realizO pruebas de significacion Tukey al 5% para tratamientos y Diferencia
minima significativa para el factor A (concentracion de enzima), factor B

(temperatura) y factor C (pH).
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Tabla 12. Prueba de Tukey al 5 % para el contenido de almidén en el aislado proteico por
via enzimatica

TRATAMIENTOS MEDIAS RANGOS
T £2 (A1B1C2) 2,23 a

T el (A1B1C1) 2,86

T £3 (A1B2C1) 4,15 b

T e4 (A1B2C2) 5,55 c

T 5 (A2B1C1) 6,41 c

T £6 (A2B1C2) 7,55 d
T £7 (A2B2C1) 9,27 d
T £8 (A2B2C2) 8,48

Te: Tratamiento enzimatico

Al realizar la prueba de Tukey al 5% se pudo establecer que en el rango a se
encuentra el mejor tratamiento, el cual contiene menor cantidad de almidon
presente en el aislado, cuyo valor es: 2,23% que corresponden al tratamiento Tg2
(0,025g a 60°C y 7,5pH) respectivamente.

Tabla 13. Prueba de diferencia minima significativa para factor A, factor B y factor C en el
contenido de almidén presente en el aislado proteico por via ezimatica.

FACTORA MEDIAS RANGO FACTOR B MEDIAS RANGO
Al 3,7 a B1 4,76 a
A2 8,93 b B2 7,92 b

FACTOR C MEDIAS RANGO
c2 5,47 a
C1 6,15 b
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Al realizar la prueba de diferencia minima significativa para los factores A
concentracion de enzima (3,7), B temperatura (4,76) y C pH (5,47), se pudo
evidenciar las mejores medias con un rango “a”. ES decir, los parametros utilizados
en el Te2 (0,025g a 60°C y pH 9), son apropiados para que la enzima Diastasa
realice su actividad catalitica sobre el almidén liberando mayor cantidad de
azUcares y permitir obtener un menor contenido de almidon presente en el aislado

proteico.

Interaccion (AxB) en la variable contenido de almidon presente en el aislado

por via enzimatica.

4 )
INTERACCION (AxB) EN LA VARIABLE CONTENIDO DE ALMIDON

PRESENTE EN EL AISLADO PROTEICO POR ViA ENZIMATICA

B2 B1
9,40 9,40
8,60 8,93 8,60
7,80 7,80
7,00 541 6,86 7,00

6,20 \ 6,20

5,40 4,76 5,40
4,60 / 4,60
3,80 37 3,80

3,00 3,00
A2 Al

@ CONCETRACION DE PROTEINA TEMPERATURA
\- J

Grafico 11. Interaccion AxB en la variable contenido de almidén en el aislado proteico
por via enzimatica
En el grafico N° 11, podemos observar el comportamiento de las medias de los
respectivos factores A y B, la concentracion de enzima con diferentes temperaturas.
Se visualiza el punto 6ptimo ubicado en el cuadrante A1B1 con 5,41 que indica el
punto de equilibrio donde la concentracion de enzima Al (0,025g) a temperatura
de 60°C; parametros apropiados para que la enzima Diastasa trabaje de manera

eficiente sobre el sustrato, la temperatura factor indispensable para que sea estable,
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realice su actividad catalitica para la hidrdlisis del almiddn liberando mayor

cantidad de azucares y menor contenido de almidon presente en el aislado.

Interaccién AXC en la variable contenido de almiddn presente en el aislado

por via enzimatica.

4 N\
INTERACCION (AxC) EN LA VARIABLE CONTENIDO DE ALMIDON
PRESENTE EN EL AISLADO PROTEICO POR ViA ENZIMATICA
c2 c1
9,40 9,40
8,60 8,93 8,60
7,80 7,80
7,00 5,45 7,00
6,20 S \ 6,15 6,20
5,40 5,40
4,60 4,60
3,80 37 3,80
3,00 3,00
A2 Al
= CONCETRACION DE PROTEINA  =——pH
- J

Grafico 12. Interaccion AxC en la variable contenido de almidén en el aislado proteico
por via enzimatica

En el grafico N° 12, podemos observar el comportamiento de las medias de los
respectivos factores A y C, la concentracion de enzima y a diferentes pH. Se
visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante A1C2 con 5,45 que indica el punto de
equilibrio donde la concentracion de enzima Al (0,025g) y C2 (pH 7,5); son
parametros apropiados para que la enzima Diastasa trabaje a trabaje de manera
eficiente sobre el sustrato, sea estable, realice su actividad catalitica para la
hidrolisis del almidon liberando mayor cantidad de aztcares y menor contenido de

almidon presente en el aislado.
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Interaccion (BxC) en la variable contenido de almidon presente en el aislado

por via enzimatica.

4 N\
INTERACCION (BxC) EN LA VARIABLE CONTENIDO DE ALMIDON
PRESENTE EN EL AISLADO PROTEICO POR ViA ENZIMATICA
Cc2 C1
9,40 9,40
8,60 8,60
7,80 7,92 7,80
5,45
7,00 7,00
6,20 5,47 S ) 6,20
5,40 5,40
4,60 4,76 4,60
3,80 3,80
3,00 3,00
B2 B1
= TEMPERATURA ————pH
- 4

Grafico 13. Interaccion BxC en la variable contenido de almidén en el aislado proteico
por via enzimatica

En el grafico N° 13, se observa el comportamiento de las medias de los respectivos
factores B y C, la temperatura a diferentes pH. Se visualiza el punto éptimo en el
cuadrante B1C2 con 5,45 que indica el punto de equilibrio donde la temperatura B1
(60°C) y C2 (pH 7,5); son parametros apropiados para que la enzima Diastasa
trabaje de manera eficiente sobre el sustrato, la temperatura factor indispensable
para que sea estable, realice su actividad catalitica para la hidrolisis del almidén
liberando mayor cantidad de azucares y menor contenido de almidon presente en el

aislado.
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4.1.2.3 Variable contenido de proteina en el aislado proteico por via

enzimatica.

CONTENIDO DE PROTEINA EN EL AISLADO PROTEICO POR ViA
ENZIMATICO

60 46,56 48,63 46,77 45,88 43,31 45,98

u u u u u n u u PROTEINA

TRATAMIENTOS

4
2

o

PORCENTAIJE %
o

H PROTEINA

Gréfico 14.Contenido de proteina en el aislado proteico por via enzimatica

En el grafico N°14, el aislado proteico por via enzimatica, alcanzé un contenido de
proteina de 53% en el Te2 (0,025g a 60°C y pH 7,5), resultado superior con respecto
a la investigacion realizada por Mufari et al (2013), que obtuvieron un aislado de
quinua con 40% de proteina, empleando cuatro enzimas a-amilasa, glucoamilasa,
pululanasa y celulasa para degradar tanto el almidén como la celulosa en glucosa.
En cuanto, al bajo contenido de proteina presente en el aislado, se debi6 a que la
enzima atacd algunas ramificaciones en los enlaces glucosidicos o (1-6) de la
amilopectina; por lo que existe una cierta fraccion del almidon que no es degrado
por completo. Concluyendo que los hidratos de carbono permanecen intactos y

asociados a las proteinas.
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Anélisis de varianza para el contenido de proteina en el aislado proteico por

via enzimatica.

F.V. SC Gl CM FC 5% 1%
TRATAMIENTOS 238,57 7 34,08 11,51* 2,59 3,89
FACTOR A 131,60 1 131,60 44,44* 3,63 6,23
FACTOR B 70,25 1 70,25 23,72** 3,63 6,23
FACTOR C 7,09 1 7,09 2,39NS 3,63 6,23
FACTOR AXB 18,06 1 18,06 6,10* 4,49 8,53
FACTOR AXC 0,23 1 0,23 0,08NS 4,49 8,53
FACTOR BXC 9,86 1 9,86 3,33NS 4,49 8,53
FACTOR AXBXC 1,49 1 1,49 0,50NS 4,49 8,53
ERROR 47,39 16 2,96
TOTAL 285,96 23
C.V.=3,60%

NS: NO SIGNIFICATIVO
**. ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
*: SIGNIFICATIVO

C.V: COEFICIENTE DE VARIACION

En el analisis de varianza, para el contenido de proteina presente en el aislado
proteico por via enzimatica, se detectd que existe alta significacion estadistica para
los tratamientos, factor A (concentracién de enzima), factor B (temperatura), factor
C (pH), interaccion (AxB) significativo e interaccion (AxC), interaccion (BxC). Es
decir, la concentracion de enzima, la temperatura y el pH influyen en la degradacion

del almidon para la extraccion de la proteina.

Se realizo pruebas de significacion Tukey al 5% para tratamientos y Diferencia
minima significativa para el factor A (concentracion de enzima), factor B

(temperatura) y factor C (pH) respectivamente.
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Tabla 14. Prueba de Tukey al 5 % para el contenido de proteina en el aislado proteico

por via enzimatica

TRATAMIENTOS Medias RANGO

T 2 (A1B1C2) 53,00 a

T el (A1B1C1) 52,50 a

T 4 (A1B2C2) 48,63 a_ b

T £5 (A2B1C1) 46,78 b ¢
T 3 (A1B2C1) 46,56 b ¢
T £8 (A2B2C2) 45,98 b ¢
T £6 (A2B1C2) 45,89 b ¢
T 7 (A2B2C1) 43,31 c

Te: Tratamiento enziméatico

Al realizar la prueba de Tukey al 5% se pudo establecer que en el rango “a” se
encuentra el mejor tratamiento, el cual contiene mayor cantidad de proteina
presente en el aislado, cuyo valor es: 53,00% que corresponde al tratamiento Tg2
(0,025g a 60°C y 7,5pH) respectivamente.

Tabla 15.Prueba de diferencia minima significativa, para factor A, factor B y factor C en el

contenido de proteina en el aislado proteico por via enzimatica.

FACTORA MEDIAS RANGO FACTOR B MEDIAS RANGO
Al 52,17 a B1 52,12 a
A2 44,49 b B2 42,54 b

FACTOR C Medias RANGO
C2 53,37 a
C1 49,29 a

Al realizar la prueba de diferencia minima significativa, para los factores A
concentracion de enzima (52,17), B temperatura (52,12) y C pH (53,37), se pudo

evidenciar las mejores medias con un rango “a”.
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Por lo tanto, los pardmetros utilizados en el Te2 (0,025g a 60°C y pH 7,5), son
apropiados para que la enzima Diastasa hidrolice el almidon de quinua liberando
mayor cantidad de azlcares, permitiendo obtener mayor cantidad de proteina

presente en el aislado proteico.

Interaccion AxB en la variable contenido de proteina en el aislado por via

enzimatica.
4 )
INTERACCION (AxB) EN LA VARIABLE CONTENIDO DE PROTE/NA EN EL
AISLADO PROTEICO POR ViA ENZIMATICA
B1 B2
60,00 60,00
57,00 55,95 57,00
54,00 54,00
51,00 51,00
48,00 48,00
45,00 51,00 e 45,00
42,00 49,54 42,00
39,00 39,00
36,00 36,00
33,00 33,00
30,00 30,00
Al A2
L CONCENTRACION DE ENZIMA TEMPERATURA )

Grafico 15. Interaccion AxB en la variable contenido de proteina en el aislado proteico
por via enzimatica
En el grafico N°15, se observa el comportamiento entre los factores Ay B y se
visualiza el punto optimo en el cuadrante A1B1 con 51,00 que indica el punto de
equilibrio donde la concentracion de enzima (0,025g) y B1 temperatura (60°C), son
parametros apropiados, para que la enzima Diastasa trabaje de manera eficiente
sobre el sustrato, sea estable y realice actividad catalitica para la hidrolisis del
almidon liberando mayor cantidad de azucares, permitiendo obtener proteina

presente en el aislado proteico.
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Interaccién AxC en la variable contenido de proteina en el aislado proteico por

via enzimatica.

4 N
INTERACCION (AxC) EN LA VARIABLE CONTENIDO DE PROTEINA EN EL AISLADO
PROTEICO POR VA ENZIMATICA
C2 Cc1
60,00 60,00
57,00 55,95 57,00
54,00 54,00
51,00 51,00
48,00 48,00
42,49
45,00 49,00 45,00
42,00 47,29 42,00
39,00 39,00
36,00 36,00
33,00 33,00
30,00 30,00
Al A2
CONCENTRACION DE ENZIMA pH
\ J

Gréfico 16. Interaccion AxC en la variable contenido de proteina en el aislado proteico
por via enzimatica

En el grafico N°16, podemos observar el comportamiento entre los factores Ay C.
Se visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante A1C2 con 49,00 que indica el punto
de equilibrio donde A1 la concentracion de enzima (0,025g) y C2 pH (7,5) son
parametros apropiados, para que la enzima Diastasa trabaje de manera eficiente
sobre el sustrato, sea estable y realice actividad catalitica para la hidrolisis del
almidon liberando mayor cantidad de azucares, permitiendo obtener proteina

presente en el aislado proteico.
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Interaccion BxC en la variable contenido de proteina en el aislado proteico por

via enzimatica.

4 N
INTERACCION (BxC) EN LA VARIABLE CONTENIDO DE PROTEINA EN EL AISLADO
PROTEICO POR VIiA ENZIMATICA

C2 C1
60,00 60,00
57,00 55,95 57,00
54,00 54,00
51,00 v/ 51,00
48,00 48,00

52,00 42,54

45,00 49,29 45,00
42,00 42,00
39,00 39,00
36,00 36,00
33,00 33,00
30,00 30,00

B1 B2

TEMPERATURA pH

J
Gréfico 17. Interaccion BxC en la variable contenido de proteina en el aislado proteico

por via enzimatica

En el grafico N°17, podemos observar el comportamiento entre los factores By C.
Se visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante B1C2 con 52,00 que indica el punto
de equilibrio donde B1 la temperatura (60°C) y C2 pH (7,5) son parametros
apropiados, para que la enzima Diastasa trabaje de manera eficiente sobre el
sustrato, sea estable y realice actividad catalitica para la hidrdlisis del almidén
liberando mayor cantidad de azUcares, permitiendo obtener proteina presente en el

aislado proteico.
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4.1.2.4 Variable rendimiento en el aislado proteico por via enzimética en

200g.

RENDIMIENTO DEL AISLADO PROTEICO POR ViA ENZIMATICA
EN 200g

49,227
45,849 "2
43067 41,378 42,36 40,729 39,893 g

; uUH UHH

TRATAMIENTOS
Grafico 18. Rendimiento del aislado proteico por via enzimatica

PORCENTAIJE %
N
]

RENDIMIENTO

En el grafico N° 18, el aislado proteico por via enzimatica, obtuvo un rendimiento
de 49,23% en el Te2 (0,025g a 60°C y pH 7,5); el dato registrado es inferior en
comparacion Bermuadez (2013), que obtuvo un rendimiento de 95,16% en el aislado
enzimatico de chocho, utilizando la enzima glucoamilasa a 50°C. Es decir, el bajo
rendimiento del aislado enzimatico, se debi6 a un bajo contenido de proteina, alto
contenido de almidon de la quinua con respecto al chocho. De igual manera, la
enzima utilizada no logro atacar algunas ramificaciones en los enlaces glucosidicos
a (1-6) de la amilopectina; por lo que existe una cierta fraccion que no es degradada
por completo, obteniendo un aislado con alto rendimiento pero bajo en calidad

proteica.
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Anélisis de varianza en la variable rendimiento para el aislado proteico por via

enzimatica

F.V. sC Gl CcM FC 5% 1%
TRATAMIENTOS 194,52 7 27,79 21,40% 2,59 3,89
FACTOR A 59,82 1 59,82 46,07** 3,63 6,23
FACTOR B 36,89 1 36,89 28,41 3,63 6,23
FACTOR C 6,22 1 6,22 4,79* 3,63 6,23
FACTOR AXB 48,25 1 48,25 37,16* 4,49 8,53
FACTOR AXC 0,18 1 0,18 0,14NS 4,49 8,53
FACTOR BXC 0,13 1 0,13 0,10NS 4,49 8,53
FACTOR AXBXC 43,04 1 43,04 33,14* 4,49 8,53

ERROR 20,78 16 1,30

TOTAL 215,30 23
C.V.=2,63%

NS: NO SIGNIFICATIVO
**. ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
*: SIGNIFICATIVO

C.V: COEFICIENTE DE VARIACION

En el anélisis de varianza para el contenido de proteina presente en el aislado
proteico por via enzimatica, se detecto que existe alta significacion estadistica para
los tratamientos, factor A (concentracion de enzima), factor B (temperatura), factor
C (pH), interaccion (AxB) e interaccion (AxC), interaccion (BxC) no significativo
y la Interaccién (AxBxC) alta significacion, es decir la concentracion de enzima, la

temperatura y el pH influyen en la hidr6lisis del almidén.

Se realiz6 pruebas de significacion Tukey al 5% para tratamientos y Diferencia
minima significativa para el factor A (concentracion de enzima), factor B

(temperatura) y factor C (pH) respectivamente.
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Tabla 16. Prueba de Tukey al 5 % para el contenido de proteina en el aislado proteico por
via enzimatica.

TRATAMIENTOS  MEDIAS RANGO

T e2 (A1B1C2) 49,23 a

Tel (A1B1C1) 45,85 b

T 8 (A2B2C2) 43,91 b ¢

T e3 (A1B2C1) 43,07 b c d
T e5 (A2B1C1) 42,36 c d
T e4 (A1B2C2) 41,38 c d
T £6 (A2B1C2) 40,73 c d
T g7 (A2B2C1) 39,89 d

Te: Tratamiento enzimatico

Al realizar la prueba de Tukey al 5% se pudo establecer que en el rango “a” se
encuentra el mejor tratamiento, el cual contiene mayor rendimiento en el aislado,
cuyo valor es: 49,23%; que corresponde al tratamiento Tg2 (0,025g a 60°C y 7,5pH)

respectivamente.

Tabla 17. Prueba de diferencia minima significativa para factor A, factor B y factor C en la
variable rendimiento en el aislado proteico por via enzimatica.

FACTORA MEDIAS RANGO FACTOR B MEDIAS RANGO
Al 48,88 a B1 47,54 a
A2 41,72 b B2 45,06 b

FACTOR C MEDIAS RANGO
C2 46,81 a
C1 45,79 a

Al realizar la prueba de diferencia minima significativa para los factores A
concentracion de enzima (48,88), B temperatura (47,54) y C pH (46,81), se pudo
evidenciar las mejores medias con un rango “a”. Por lo tanto los pardmetros
utilizados en el Te2 (0,025g a 60°C y pH 7,5) son los apropiados para que la enzima
Diastasa hidrolice el alImidon de quinua liberando mayor cantidad de azUcares y

permitiendo obtener mayor rendimiento en el aislado proteico por via enzimatica.
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Interaccion AxB en la variable rendimiento para el aislado proteico por via

enzimatica.
4 N
INTERACCION (AxB) EN LA VARIABLE RENDIMIENTO PARA EL AISLADO
PROTEICO POR VIA ENZIMATICA
Bl B2
60,00 60,00
55,00 55,00
50,00 48,88 50,00
45,00 41,72 45,00
47,00 45,06
40,00 40,00
35,00 35,00
Al A2
CONCENTRACION DE ENZIMA TEMPERATURA
\ )

Grafico 19. Interaccion AxB en la variable rendimiento en el aislado proteico por via

enzimatica.

En el grafico N°19, se visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante A1B1 con 47,00

que indica el punto de equilibrio donde Al concentracién de enzima (0,025 g) y B1

(60°C) son parametros apropiados, para que la enzima Diastasa trabaje de manera

eficiente sobre el sustrato, sea estable y realice actividad catalitica para la hidrolisis

del almiddn liberando mayor cantidad de azlcares, permitiendo obtener mayor

rendimiento en el aislado.

91



Interaccion AxC en la variable rendimiento para el aislado proteico por via

enzimatica
4 N
INTERACCION (AXC) EN LA VARIABLE RENDIMIENTO PARA EL AISLADO
PROTEICO POR ViA ENZIMATICA

C2 Cc1
60,00 60,00
57,00 57,00
54,00 54,00
51,00 48,88 51,00
48,00 48,00
45,00 2ile 45,00
42,00 47,00 45,79 42,00
39,00 39,00
36,00 36,00
33,00 33,00
30,00 30,00

Al A2

CONCENTRACION DE ENZIMA pH
\ J

Grafico 20. Interaccion AxC en la variable rendimiento para el aislado proteico por via

enzimatica

En el grafico N°20, se visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante A1C2 con 47,00
que indica el punto de equilibrio donde A1 concentracion de enzima (0,025 g) y C2
pH (7,5) son parametros apropiados, para que la enzima Diastasa trabaje de manera
eficiente sobre el sustrato, sea estable y realice actividad catalitica para la hidrélisis
del almiddn liberando mayor cantidad de azlcares, permitiendo obtener mayor

rendimiento en el aislado proteico.
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Interaccién BxC en la variable rendimiento para el aislado proteico por via

enzimatica

INTERACCION (BxC) EN LA VARIABLE RENDIMIENTO PARA EL AISLADO
PROTEICO POR ViA ENZIMATICA

C2 Cc1

48,00 48,00
47,54
47,50 47,50
47,00 47,00
46,50 46,50
46,00 46,00
45,50 46,40 45,06 45,50
45,79

45,00 45,00
44,50 44,50
44,00 44,00

B1 B2

TEMPERATURA pH

Grafico 21. Interaccién BxC en la variable rendimiento para el aislado proteico por via enzimatica

En el grafico N°21, se visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante B1C2 con 46,40
que indica el punto de equilibrio donde B1 temperatura (60°C) y C2 pH (7,5) son
parametros apropiados, para que la enzima Diastasa trabaje de manera eficiente
sobre el sustrato, sea estable y realice actividad catalitica para la hidrolisis del
almidon liberando mayor cantidad de azlcares, permitiendo obtener mayor

rendimiento en el aislado.
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4.2 DETERMINAR LOS PARAMETROS TECNOLOGICOS
PARA LA OBTENCION DE UN HIDROLIZADO
PROTEICO DE QUINUA.

Los resultados de los ensayos 4.1.1 y 4.1.2 orientaron la eleccion de la tecnologia
apropiada para la obtencion del aislado proteico, con el cual se evalud las dos
metodologias y se obtuvo un mejor contenido de proteina por precipitacion
isoeléctrica T2 (&cido citrico, pH 9 con un lavado) representando 66,21% de
proteina; con el cual se tomé para el proceso en la obtencion de proteina hidrolizada

de quinua.

4.2.1.1 Variable Grado de hidrolisis en el aislado proteico por precipitacion

isoeléctrica para la obtencidn de proteina hidrolizada.

GRADO DE HIDROLISIS DEL AISLADO PROTEICO

13,18 13—«—*_’3;
13,5 13,03 12,93 : &
13 -
12,33 12,36
125 e =

=
N

11,21

PORCENTAJE GH %
[
RN
= wn

10,5

E > & e 3

10 ~— S e
A1B1C1 A1B1C2 A1B2C1 A1B2C2 A2B1C1 A2B1C2 A2B2C1 A2B2C2
TH1 TH2 TH3 TH4 TH5 TH6 TH7 TH8

TRATAMIENTOS

Grafico 22. Grado de hidrdlisis en el aislado proteico por precipitacion isoeléctrica

En el grafico N° 22, en el proceso de hidrdlisis del aislado proteico por precipitacion
isoeléctrica, alcanzo un grado de hidrolisis de 13,37% en el Tu8 (0,159 UA/g de
enzima a 65°C y pH 6,5), porcentaje inferior, con respecto a las investigaciones
realizadas por Villacrés et al (2014) con 26,27% de grado de hidrdlisis en el chocho

y Zapata (2011) con 22,07% de grado de hidrdlisis en la soya, utilizando dos
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enzimas papaina y flavorzyme que permiten una mayor ruptura de los enlaces
pépticos de la proteina. Por lo tanto, el bajo grado de hidrélisis que presento el
hidrolizado proteico de quinua, se debié a un bajo proceso hidrolitico, debido
trabajé con una sola enzima la papaina, la que posiblemente no logré romper los
enlaces internos de la proteina por lo que permanecen intactos los grupos carboxilos

y grupo aminas en algunos aminoéacidos.

Analisis de varianza para el variable grado de hidrolisis en el asilado proteico

para la obtencion de proteina hidrolizada.

F.V. SC Gl CM FC 5% 1%
TRATAMIENTOS 12,91 7 1,84 5,22** 2,59 3,89
FACTOR A 8,36 1 8,36 23,89** 3,63 6,23
FACTOR B 4,33 1 4,33 12,25** 3,63 6,23
FACTOR C 5,00 1 5,00 14,17* 3,63 6,23
FACTOR AXB 4,22 1 4,22 12,06** 4,49 8,53
FACTOR AXC 2,03 1 2,03 5,80* 4,49 8,53
FACTOR BXC 2,32 1 2,32 6,63* 4,49 8,53
FACTOR AXBXC 1,15 1 1,15 3,29NS 4,49 8,53
ERROR 5,65 16 0,35
TOTAL 18,55 23
C.V.=476%

NS: NO SIGNIFICATIVO
**. ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
*: SIGNIFICATIVO

C.V: COEFICIENTE DE VARIACION

En el analisis de varianza para el grado de hidrolisis de la proteina en el aislado
proteico por precipitacion isoeléctrica, se detectd que existe alta significacion
estadistica para los tratamientos, factor A (concentracién de enzima), factor B
(temperatura), factor C (pH), interaccion (AxB), interaccion (AxC), interaccion
(BxC), y la interaccion (AxBxC) no significativo, es decir que la concentracion de
enzima, la temperatura y el pH influyen en el proceso hidrolitico permitiendo

romper enlaces peptidicos de la proteina.
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Se realiz6 pruebas de significacion Tukey al 5% para tratamientos y Diferencia
minima significativa para el factor A (concentracion de enzima), factor B

(temperatura) y factor C (pH) respectivamente.

Tabla 18. Prueba de Tukey al 5 % para el grado de hidroélisis en el aislado proteico para la
obtencién de proteina hidrolizada.

TRATAMIENTOS MEDIAS RANGO
T 48 (A2B2C2) 13,37
T 16 (A2B1C2) 13,18
T 13 (A1B2C1) 13,03
T 44 (A1B2C2) 12,90
T 7 (A2B2C1) 12,36
T 12 (A1B1C2) 12,33
T 15 (A2B1C1) 11,54
T ul (A1BICI) 11,21

DL (|| (D

T |T|T|T|T|T

O |0 |0 |0

Tw: Tratamiento Hidrolizado

Al realizar la prueba de Tukey al 5% se pudo establecer que en el rango “a”. Se
encuentra el mejor tratamiento, el cual contiene mayor grado de hidrélisis en el
aislado proteico, cuyo valor es: 13,37% que corresponden al tratamiento Th8 (0159

UA a 65°C con pH 6,5) respectivamente.

Tabla 19. Prueba de diferencia minima significativa para el factor A, factor B y factor C en
la variable grado de hidrdlisis en el aislado proteico para la obtencién de proteina
hidrolizada.

FACTORA  MEDIAS RANGO FACTOR B MEDIAS  RANGO
A2 12,61 a B2 12,98 a
Al 12,17 b B1 11,00 b

FACTOR C MEDIAS RANGO
C2 12,20 a
C1 12,10 b

Al realizar la prueba de diferencia minima significativa para los factores A
concentracion de enzima (12,61), B temperatura (12,98) y C pH (12,20), se pudo
evidenciar las mejores medias con un rango “a”. Por lo tanto los parametros

utilizados en el Tw8 (0,159 UA/g a 65°C y pH 6,5) son los apropiados para que la
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enzima papaina logre romper los enlaces peptidicos internos de la proteina y

permita obtener péptidos libres de menor tamafio molecular.

Interaccién AxB para la variable grado de hidrdlisis en el aislado proteico por

precipitacion isoeléctrica para la obtencion de proteina hidrolizada de quinua.

4 N
INTERACCION (AxB) EN LA VARIABLE GRADO DE HIDROLISIS DEL
AISLADO PARA LA OBTENCION DE PROTEINA HIDROLIZADA
B2 B1
13,00 13,00
12,61
12,50 N 1217 12,50
12,00 12,00
12,50
11,50 11,50
11,00 11,00
11,00
10,50 10,50
10,00 10,00
A2 A1
CONCENTRACION DE ENZIMA TEMPERATURA
- J

Gréfico 23. Interaccion AxB en la variable grado de hidrdlisis de la proteina

En el grafico N°23, se visualiza el punto 6éptimo en el cuadrante A2B2 con 12,50

que indica el punto de equilibrio donde A2 concentracion de enzima (0,159 UA/Q)

y B2 temperatura (65°C) son parametros adecuados para que la enzima funcione de

manera eficiente sobre el sustrato, la temperatura factores indispensables en donde

la enzima es estable, realice su actividad catalitica para la hidrdlisis de la proteina.
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Interaccién AxC para la variable grado de hidrélisis en el aislado proteico por

precipitacion isoeléctrica, para la obtencion de proteina hidrolizada.

/
INTERACCION (AxC) EN LA VARIABLE GRADO DE HIDROLISIS DEL AISLADO
PARA LA OBTENCION DE PROTEINA HIDROLIZADA
Q c1
13,00 13,00
12,61
12,50 12,50
12,00 / 121 12,00
11,50 12.20 11,50
11,00 11,28 11,00
10,50 10,50
10,00 10,00
A2 Al
CONCENTRACION DE ENZIMA pH
-

Grafico 24. Interaccion AxC en la variable grado de hidrélisis en el aislado proteico por

precipitacion isoeléctrica. .

En el grafico N°24, se visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante A2C2 con 12,20

que indica el punto de equilibrio donde A2 concentracion de enzima (0,159 UA/g)

y C2 pH (6,5) son parametros apropiados, para que la enzima funcione de manera

eficiente sobre el sustrato, el pH influya en la estructura tridimensional de la

proteina sin provocar una desnaturalizacion, factores indispensables para la

hidrolisis en el rompiendo de los enlaces peptidicos internos de la proteina.
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Interaccion BxC para la variable grado de hidrdlisis en el aislado proteico por

precipitacion isoeléctrica, para la obtencion de proteina hidrolizada de quinua.

4 ] )
INTERACCION (BxC) EN LA VARIABLE GRADO DE HIDROLISIS DEL AISLADO
PARA LA OBTENCION DE PROTEINA HIDROLIZADA
Q c1
13,50 13,50
12,98
13,00 13,00
12,50 12,50
12,00 12,1 12,00
11,50 11,50
11,00 12,20 i 11,00
10,50 10,50
10,00 10,00
B2 B1
TEMPERATURA pH
- J

Grafico 25. Interaccion BxC en la variable grado de hidrélisis en el aislado proteico por

precipitacion isoeléctrica.

En el grafico N°25, se visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante B2C2 con 12,20
que indica el punto de equilibrio donde B2 temperatura (65°C) y C2 pH (6,5) son
parametros apropiados, para que la enzima funcione de manera eficiente sobre el
sustrato, sea estable, realice actividad catalitica en la hidrolisis de sus enlaces
peptidicos internos de la proteina; factores indispensables para que influyan en la

estructura tridimensional de la proteina sin causar una desnaturalizacion.
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4.2.1.2 Variable indice de refraccion en la hidrolisis del aislado proteico por

precipitacion isoeléctrica, para la obtencién de proteina hidrolizada.

iNDICE DE REFRACCION EN LA HIDROLISIS DEL AISLADO
PROTEICOPARA LA OBTENCION DE PROTEINA HIDROLIZADA
1,341
180; 1,3402
1,34
180; 1,3397
180; 1,3392
~ 1,339
o] 180; 1,3388
S
g 180; 1,3382
< 1,338
b 180; 1,3377
E 180; 1,3373
2 1,337
3] 180; 1,3368
[a]
2
= 1,336
1,335
1334 TIEMPO
0 50 100 150 200
——TH1 TH2 TH3 TH4 =%—=TH5 —®—TH6 —+—TH7 ——THS

Gréfico 26. indice de refraccion en la hidrolisis del aislado proteico para la obtencion
proteina hidrolizada.

En el grafico N° 26, en el proceso de hidrdlisis del aislado proteico por precipitacion
isoeléctrica, alcanz6 un indice de refraccion de 1,3402 en el Tn8 (0,159 UA/g de
enzima a 65°C con pH 6,5). Es decir a medida que avanzé el proceso hidrolitico de
la enzima sobre el sustrato fue aumentado el cambio de direccion de luz indicativo
de la ruptura de algunos enlaces peptidicos internos de la proteina. Por lo tanto el
bajo indice de refraccidn, grado de hidrolisis parte fundamental del hidrolizado
proteico de quinua, se debid a un bajo proceso hidrolitico ya que se trabajé con una
sola enzima la papaina, la que posiblemente no logré romper los enlaces internos,
externos de la proteina por lo que permanecen intactos los grupos carboxilos y

grupos aminas en algunos amino&cidos.
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Andlisis de varianza para la variable indice de refraccion en la hidrolisis del

aislado proteico para la obtencion de proteina hidrolizada.

F.V. SC Gl CM FC 5% 1%
TRATAMIENTOS 0,8 7 0,11 5,19** 2,59 3,89
FACTOR A 0,42 1 0,42 19,09** 3,63 6,23
FACTORB 0,40 1 0,40 18,18** 3,63 6,23
FACTORC 0,58 1 0,58 26,36** 3,63 6,23
FACTOR AXB 0,25 1 0,25 11,36** 4,49 8,53
FACTOR AXC 0,18 1 0,18 8,18* 4,49 8,53
FACTOR BXC 0,14 1 0,14 6,36* 4,49 8,53
FACTOR AXBXC 0,17 1 0,17 7,73* 4,49 8,53
ERROR 0,35 16 0,022
TOTAL 0,01 23
C.V.=134%

NS: NO SIGNIFICATIVO

** ALTAMENTE SIGNIFICATIVO
*: SIGNIFICATIVO

C.V: COEFICIENTE DE VARIACION

En el andlisis de varianza para el indice de refraccién en la hidrolisis del aislado

proteico por precipitacion isoeléctrica, se detecté que existe alta significacion

estadistica para los tratamientos, factor A (concentracion de enzima), factor B

(temperatura), factor C (pH), interaccion (AxB), interaccion (AxC), interaccién

(BxC), vy la interaccién (AxBxC) significativo, es decir que la concentracion de

enzima, la temperatura y el pH influyen en el proceso hidrolitico permitiendo

romper enlaces peptidicos de la proteina.

Se realizo pruebas de significacion Tukey al 5% para tratamientos y Diferencia

minima significativa para el factor A (concentracion de enzima), factor B

(temperatura) y factor C (pH) respectivamente.
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Tabla 20. Prueba de Tukey al 5 % para el indice de refraccion en la hidrélisis del aislado
proteico para la obtencién de proteina hidrolizada.

TRATAMIENTOS MEDIAS RANGO
T8 (A2B2C2) 13402  a

Tu6 (A2B1C2) 1,3397 a b

Tu3 (A1B2C1) 1,3392 a b

Tu4 (A1B2C2) 1,3388 b

Tu7 (A2B2C1) 1,3382 b ¢

Tu2 (A1B1C2) 1,3377 c

Tu5 (A2B1C1) 1,3373 c d
Tul (A1B1C1) 1,3368 d

Tw: Tratamiento Hidrolizado

Al realizar la prueba de Tukey al 5% se pudo establecer que: en el rango “a” se
encuentra el mejor tratamiento, el cual contiene mayor cambio de direccién de luz
en el proceso hidrolitico del aislado proteico, cuyo valor es: 1,3402 que corresponde

a los tratamientos Tw8 (0,159 UA/g a 65°C con pH 6,5) respectivamente.

Tabla 21. Prueba de diferencia minima significativa para el factor A, factor B y factor C en
la variable indice de refraccién en la hidrdlisis del aislado proteico.

FACTORA MEDIAS RANGO FACTOR B Medias RANGO
A2 1,3765 a B2 1,3868 a
Al 1,3351 b B1 1,3011 b

FACTOR C MEDIAS RANGO
C2 1,3608 a
C1 1,3568 b

Al realizar la prueba de diferencia minima significativa para los factores A
concentracion de enzima (1,3765), B temperatura (1,3868) y C pH (1,3608). Se
pudo evidenciar las mejores medias con un rango “a”. Por lo tanto los parametros
utilizados en el T8 (0,159 UA/g a 65°C y pH 6,5) son los apropiados para que la
enzima papaina logre romper los enlaces peptidicos internos de la proteina y

permita obtener péptidos libres de menor tamafio molecular.
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Interaccion AxB para la variable indice de refraccion en la hidrolisis del

aislado proteico, para la obtencién de proteina hidrolizada.

4 N\
INTERACCION (AxB) EN LA VARIABLE iNDICE DE REFRACCION EN LA
HIDROLISIS DE LA PROTEINA HIDROLIZADA

B2 B1
1,39 13765 1,39
1,37 1,38 1,37
1,35 1,35

1,368
1,33 1,3351 1,33
1,31 1,31
1,3011

1,29 1,29

A2 Al

——— CONCENTRACION DE ENZIMA  ——TEMPERATURA

\§ J

Grafico 27. Interaccion AxB en la variable indice de refraccion en la hidrélisis del aislado

proteico

En el grafico N°27, se visualiza el punto éptimo en el cuadrante A2B2 con 1,368

que indica el punto de equilibrio donde A2 concentracion de enzima (0,159 UA/Q)

y B2 temperatura (65°C) son parametros apropiados, para que la enzima funcione

de manera eficiente sobre el sustrato, la temperatura factores indispensables en

donde la enzima es estable, realice su actividad catalitica para la hidrolisis de la

proteina.
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Interaccion AXC para la variable indice de refraccion en la hidrolisis del

aislado proteico, para la obtencién de proteina hidrolizada.

4 N\
INTERACCION (AXC) EN LA VARIABLE {NDICE DE REFRACCION EN LA
HIDROLISIS DE LA PROTE(NA HIDROLIZADA
c2 c1
1,40 1,40
1,38 1,38
1,3765
1,36 1,36
4 1,3608 1,35b8 ’
1,34 1,36 1,34
1,3351
1,32 1,32
1,30 1,30
A2 Al
CONCENTRACION DE ENZIMA PH
. J

Grafico 28. Interaccion AxC en la variable indice de refracciéon en la hidroélisis del aislado
proteico.

En el grafico N°28, se visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante A2C2 con 1,36 que
indica el punto de equilibrio donde A2 concentracién de enzima (0,159 UA/g) y C2
pH (6,5), son parametros apropiados, para que la enzima funcione de manera
eficiente sobre el sustrato, el pH influya en la estructura tridimensional de la
proteina sin provocar una desnaturalizacion, factores indispensables para la

hidrolisis en el rompiendo de los enlaces peptidicos internos de la proteina.
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Interaccion BxC para la variable indice de refraccion en la hidrolisis del

asilado proteico, para la obtencion de proteina hidrolizada.

-
INTERACCION (AxB) EN LA VARIABLE iNDICE DE REFRACCION EN LA
HIDROLISIS DE LA PROTEINA HIDROLIZADA
2 c1
1,39 1,39
1,3868
1,37 1,37
e S ——— ———— 13508
1,35 1,3608 1,35
1,33 1,36 1,33
1,31 1,31
1,3011
1,29 1,29
B2 B1
@ TEMPERATURA e pH
g

Grafico 29. Interaccién BxC en la variable indice de refraccion en la hidroélisis del aislado

proteico.

En el grafico N°29, se visualiza el punto 6ptimo en el cuadrante B2C2 con 1,36 que

indica el punto de equilibrio donde B2 temperatura (65°C) y C2 pH (6,5), son

pardmetros apropiados, para que la enzima funcione de manera eficiente sobre el

sustrato, sea estable, realice actividad catalitica en la hidrolisis de los enlaces

peptidicos internos de la proteina; factores indispensables para que influyan en la

estructura tridimensional de la proteina sin causar una desnaturalizacion.
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4.3 CARACTERIZACION QUIMICA DEL HIDROLIZADO
PROTEICO DE QUINUA

El hidrolizado proteico de quinua, alcanzé un grado de hidrolisis (GH) de orden
13,37%, valor que indica que el hidrolizado posee propiedades funcionales y

nutricionales apropiadas.

Tabla 22 Composicién proximal del hidrolizado proteico de quinua (g/100g)

contenido en 100g del

Determinacién hidrolizado
Proteina 73,41
Extracto Etéreo 0,02
Fibra cruda 0,015
Cenizas 0,40
Humedad 2,00

En la tabla N°22, se presentan los datos obtenidos del andlisis proximal del
hidrolizado proteico de quinua, con un valor de 73,41% en proteina. El incremento
del valor en la proteina del hidrolizado, con respecto al valor del aislado fue de
7,2% los valores de extracto etéreo, carbohidratos totales y fibra cruda se
encuentran en menor cantidad. El porcentaje de cenizas fue de 0,40% debido a la
presencia de sales en los ajustes de pH para el desarrollo de la hidrdlisis siendo

necesario realizar mas lavados en la obtencion del aislado.

4.4 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES
FUNCIONALES DEL HIDROLIZADO PROTEICO

Las propiedades funcionales, se lo realizd con la finalidad de evaluar las
caracteristicas deseables que pueda impartir a un alimento o ingrediente
aumentando la calidad de un producto. Con el mejor tratamiento obtenido de la

proteina hidrolizada de quinua se procedio a evaluar las siguientes propiedades.
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441 INDICE DE DISPERSIBILIDAD Y SOLUBILIDAD DE LA

PROTEINA HIDROLIZADA DE QUINUA.

INDICE DE DISPERSIBILIDAD Y SOLUBILIDAD DE
LA PROTEINA HIDROLIZADA DE QUINUA

X 100%
w  95%
< o
- 90%
g 8%
E 80%
o (]
a  75%
Hidrolizado de Hidrolizado de Hidrolizado de
Chocho Soya Quinua
H PDI 100% 85,24% 83,71%
@Ps 93,30% 86,25% 85,35%

PDI indice de dispersibilidad de la proteina

PS  Solubilidad de la proteina

Gréfico 30. indice de dispersibilidad y solubilidad de la proteina hidrolizada de quinua

En el grafico N° 30, el hidrolizado de quinua revel6 un indice de dispersibilidad de
83,71% dato inferior con respecto a otras investigaciones realizadas por Villacrés
et al (2014) que alcanz6 un 100% de dispersibilidad de la proteina y Avila (2011)
que alcanzd un 85,24% de dispersibilidad de la proteina en el hidrolizado de soya,
por medio de una hidrolisis secuencial con enzimas papaina y flavorzyme. Es decir
la hidrolisis con enzimas exoproteasas y endoproteasas ataca enlaces peptidicos
internos y externos de la proteina, permitiendo obtener péptidos de bajo peso
molecular, aumentando la afinidad de las proteinas por las moléculas de agua,

favoreciendo su dispersibilidad en ella.

Por lo tanto el bajo indice de dispersibilidad de la proteina en el hidrolizado de
quinua, se debid a una hidrdlisis baja ya que probablemente la endoproteasa papaina

alcanzd a romper pocos en enlaces peptidicos internos de la proteina, lo cual se
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traduce a un bajo porcentaje del rompimiento de la red neta de la proteina; una
menor exposicion de los grupos hidrofobos;lo que provoca una menor dispersion
de la proteina, como también la presencia un cierto grado de desnaturalizacion de

la proteina en el proceso de extraccion del aislado proteico.

Por otra parte la solubilidad de la proteina presente en el hidrolizado quinua con un
85,35% a pH 10, es inferior en comparacion a las investigaciones por Villacrés et
al (2014) con 93,30% a pH 4,5 de solubilidad de la proteina en el hidrolizado de
chocho y Avila (2011) con 86,25% a pH 10 de solubilidad de la proteina en el
hidrolizado de soya por medio de una hidrolisis secuencial con enzimas papaina y
flavorzyme . Es decir la reaccion hidrolitica extensiva da como resultado unidades
peptidicas méas pequefias y la exposicion de grupo amino y carboxilo ionizables,
con la unién de moléculas de agua a la estructura proteica facilitando su réapida

dispersion.

El aumento de la solubilidad se debe a que las proteinas pueden actuar como
cationes y aniones que al poseer la misma carga eléctrica existe una mayor fuerza
de repulsion mejorando asi su estabilidad Giese (1995). Por lo tanto la solubilidad
presente en el hidrolizado de quinua a pH 10 es totalmente soluble ya que no se
formaron agregados voluminosos, pero a pesar de que la mayor solubilidad se
alcanzd a este nivel de pH, no es conveniente debido a la posibilidad del
rompimiento y pérdida de este componente como es la proteina. Pero tiene una
buena capacidad de formar soluciones coloidales y es una alternativa para la

fortificacion de bebidas con proteina.
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4.4.2 CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA Y ACEITE EN EL

HIDROLIZADO PROTEICO DE QUINUA.

CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA Y ACEITE EN EL
HIDROLIZADO DE QUINUA

% CRAa Y CRAc
=

Hidrolizado quinua Hidrolizado de chocho
[ Capacidad de retencidon de agua
( g agua/g proteina)

[ Capacidad de retencion de
aceite (g aceite/ g proteina)

0,33 0,54

0,56 2

Gréfico 31. Capacidad de retencidn de agua Y aceite en el hidrolizado de quinua

En el grafico N° 31, la proteina hidrolizada de quinua present6 una menor capacidad
de retencion de agua 0,33 g agua/ g proteina y una mayor capacidad de retencién
de aceite 0,56 g aceite/ g proteina. Los datos obtenidos en esta investigacion son
inferiores en comparacion a Villacrés et al (2014), que obtuvo una capacidad de
retencion de agua de 0,54 g agua/ g proteina y una mayor capacidad de retencion
de aceite de 2,00 g aceite/ g proteina en el hidrolizado de chocho por medio de una
hidrolisis secuencial con enzimas papaina y flavorzyme. Esta permite la habilidad
de la proteina en atrapar agua y aceite dentro de su matriz, debido a la distribucion
de numerosos grupos polares libres permitiendo una mayor interaccion entre el agua
y las moléculas de las proteinas Nelson (2011). No obstante, la capacidad de
retencion de aceite reaccionan fuertemente con los lipidos responsables de fijar

mayores cantidades de aceite.

Por lo tanto los datos obtenidos en esta investigacion son inferiores, con respecto al
hidrolizado de chocho; debido a una hidrolisis baja ya que solo se trabaj6 con una
sola enzima (papaina) donde probablemente alcanzé a romper pocos en enlaces

peptidicos internos de la proteina, lo cual se traduce a un bajo porcentaje del
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rompimiento de la red neta de la proteina; una menor exposicion de los grupos
hidrofobos; como también otros factores que influyen en la capacidad de retencion
de agua y aceite son: la microestructura, el tamafio de la particula, el pH, fuerza

ionica y la desnaturalizacion de la proteina.

443 CAPACIDAD ESPUMANTE EN EL HIDROLIZADO PROTEICO
DE QUINUA.

Capacidad Espumante (ml)

140
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Gréfico 32. Efecto del pH sobre la capacidad espumante del hidrolizado de quinua

En el grafico N° 32, la capacidad espumante de la proteina hidrolizada de quinua,
alcanzé un incremento de volumen a partir del pH 10 con un porcentaje de 125%,
los datos obtenidos en esta investigacion son relativamente bajos en comparacion a
Villacrés et al (2014) que obtuvo un volumen de 460% a pH 10 en el hidrolizado
de chocho por medio de una hidrélisis secuencial con enzimas papaina y
flavorzyme. Es decir, para una mejor orientacion de la interfase aire y agua es de
importancia que la proteina presente una fuerte solubilidad para una buena
capacidad espumante. Sin embargo los resultados de la capacidad espumante en el
hidrolizado de quinua a diferencia del chocho, se debié a un proceso hidrolitico
bajo ya que solo se trabajé con una sola enzima (papaina) donde probablemente
alcanzd a romper pocos en enlaces peptidicos internos de la proteina, lo que

posiblemente ocasiond una baja solubilizacion de la proteina, un bajo espumado,
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por lo tanto es soluble no en su 100% pero puede desdoblarse en la interfase aire-

agua orientando a la fase liquida y gaseosa respectivamente.

45 DETERMINACION DE  LAS  PROPIEDADES
NUTRICIONALES DEL HIDROLIZADO PROTEICO DE
QUINUA.

En la propiedad nutricional del hidrolizado, se evalué la calidad de la proteina y su
digestibilidad que a continuacion se detallan.

45.1 CONTENIDO DE PROTEINA EN EL HIDROLIZADO PROTEICO

DE QUINUA.

Hidrolizado de quinua

Hidrolizado de soya

Hidrolizado de chocho

60

80
100

Hidrolizado de chocho Hidrolizado de soya Hidrolizado de quinua
= Series3 99,3 88,53 73,41

Grafico 33. Contenido de proteina en el hidrolizado proteico de quinua.

En el grafico N° 33, el hidrolizado proteico de quinua presentd un contenido de
proteina de 73,41%, porcentaje inferior en comparacion a las investigaciones
realizadas por Villacrés et al (2014) con un contenido de proteina 99,3% en el
hidrolizado de chocho y Zapata (2011) con un 88,53% de contenido de proteina en
el hidrolizado de soya por medio de una hidrélisis secuencial con enzimas papaina
y flavorzyme. Por lo tanto, el contenido de proteina presente en el hidrolizado

proteico de quinua, se debid a que se obtuvo un porcentaje bajo de contenido de
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proteina en aislado de quinua posiblemente por una desnaturalizacion de la proteina

provocando la pérdida de ciertos aminodacidos y calidad de la proteina.

45.2 PERFIL DE AMINOACIDOS EN EL HIDROLIZADO DE QUINUA

Tabla 23. Composicién de perfil de aminoacidos en g/100g de proteina hidrolizada de

quinua
Hidrolizado
Grano de Aislado proteico de  proteico de quinua
Aminoécidos quinua quinua (Rivera,2006) g AA/100g

Histidina 4,6 1,98 £ 0,03 4,28
Isoleucina 7 3,30 £ 0,07 3,45
leucina 7,3 5,61+0,13 6,25
Lisina 8,4 4,01 £ 0,05 4,25
Metionina 5,5 1,68 + 0,02 1,82
Fenilanina 5,3 3,43 £ 0,06 3,85
Treonina 5,7 3,34 £ 0,09 3,86

Triptoéfano 1,2 * *
Valina 7,6 3,86 + 0,08 3,93
Ac. Aspértico 8,6 6,16 + 0,08 6,27
Ac. Glutamico 16,2 12,67 £0,51 12,75

Cistina 7 0,45 +0,13 *
Serina 4,8 3,98 £ 0,05 5,45
Tirosina 6,7 2,71 0,05 2,85
Arginina 7,4 7,59 + 0,25 7,25
Alanina 4,7 2,91 £ 0,07 4,23
Glicina 5,2 4,10+0,11 4,69
Prolina 3,5 0,004 + 0,002 0,25

Fuente: amino&cidos esenciales para el ser humano segun la OMS/ ONU (Zegarra, 2010).

Fuente: contenido de aminoé&cidos en el aislado proteico de quinua A9 (Rivera, 2006).

La quinua contiene 16 aminoacidos, de los cuales 10 son esenciales: histidina,
treonina, arginina, valina, metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina, lisina y
triptéfano, los que no pueden ser sintetizados por el organismo y deben ser

aportados por la dieta.

En la tabla N © 23, el contenido de aminoacidos presente en el hidrolizado proteico
de quinua no presenta proteinas bioldgicamente completas, ya que carece de

concentracion suficiente de aminoacidos esenciales estos resultados con
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concuerdan con la investigacion realizada por Rivera (2006) que obtuvo un
aminoacido limitante en el aislado proteico de quinua A9. Esta pérdida, se debio
durante el proceso para la obtencion del aislado, ya sea durante la solubilizacion de
la proteinaapH 9 o en la precipitacion a pH 4,5 donde ocurrié una desnaturalizacion
de la proteina provocando la pérdida de ciertos aminoacidos tales como triptéfano
y cistina. Por lo tanto, las proteinas al poseer uno o mas aminoacidos limitantes
restringen la sintesis proteica en el organismo y no pueden ser utilizadas
completamente, pero puede mejorarse nutricionalmente, suplementadose con otras
proteinas ricas en ese aminoacido esencial. No obstante a lo anterior se puede
afirmar que el perfil aminoacidico del hidrolizado de quinua por medio del proceso
hidrolitico permitio llegar a un grado de hidrdlisis 13,37%, hidrolizado que le

confiere la propiedad para mejorar las propiedades funcionales y nutricionales.

453 DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA EN EL HIDROLIZADO DE

QUINUA
DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA HIDROLIZADA
DE QUINUA
o)
<
O 88,00%
= 87,50%
g 87,00%
n 86,50% J
(5 86,00%
5 85,50% |
© 85,00%
84,50%
Digestibiidad del Digestibiilidad del
hidrolizado proteico hidrolizado proteico
de chocho de quinua
M Series4 85,90% 87,75%

Grafico 34. Digestibilidad de la proteina en el hidrolizado proteico de quinua
En el grafico N°34, el hidrolizado proteico de quinua present6 una digestibilidad de
proteina de 87,75% a pH 6,78 porcentaje mayor en comparacion a la investigacion
realizada por Villacrés et al (2014) donde la digestibilidad del hidrolizado de
chocho alcanzé un 85,90% a pH 6,88. Es decir la digestibilidad de la proteina indica
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la asimilacion de las proteinas la misma que es absorbida por el organismo después
de la ingestion. Por lo tanto el ligero decrecimiento en la digestibilidad de la
proteina, podria tener origen en el procesamiento de la proteina (inactivacion
térmica de las enzimas, liofilizacion, una leve desnaturalizacion, bajo proceso
hidrolitico) como también tratamientos térmicos pueden inducir la alteracion de
algunos aminoéacidos, incrementando el tiempo de digestion, como también a la
formacion de nuevos enlaces entre aminoacidos, lo que son inatacables por las

enzimas digestivas (Fukushima, 1980).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Realizada la investigacion de laboratorio y analizados los resultados se llegaron a

las siguientes conclusiones:

* Evaluados los dos métodos para la obtencién de un aislado proteico, se determind

que por via enzimética se obtiene mayor rendimiento con relacién al método

isoeléctrico.

*El mejor tratamiento en rendimiento mediante el método enzimatico fue a

concentracion de enzima Diastasa de 0,025g, temperatura de 60°C y pH 7,5

alcanzando un rendimiento promedio 49,23% de aislado proteico.

*Mediante el método isoeléctrico, el tratamiento con mayor rendimiento en aislado

proteico es con los parametros: solubilizacién a pH 9 y precipitacion isoeléctrica a

pH 4,5 dando un rendimiento promedio 12,48% de aislado proteico.

*Los parametros de mayor efecto en la hidrélisis de la proteina de quinua fueron:

concentracion de enzima papaina 0,159 uavg de enzima, temperatura de 65 °C y pH de

6,5 durante 3 horas de reaccion, alcanzando un grado de hidrolisis de 13,37%.

*En la evaluacion de las propiedades funcionales del hidrolizado proteico de

quinua, la dispersibilidad alcanz6 un indice de 83,71%, solubilidad de 85,35% y
una capacidad espumante 125% de volumen a pH 10, propiedades que pueden ser

aprovechadas en la formulacion de alimentos.

*Otras propiedades funcionales medidas fueron la capacidad de retencién de aceite

0,564 aceite/g proteina Y @gua 0,33g aguas g proteina, 10 que pueden ser Utiles en la elaboracion

de productos carnicos impartiendo hidratacion, jugosidad, textura y suavidad.
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*A pesar de que existe cierta disminucion y pérdida de aminoacidos como

triptofano y cistina, el hidrolizado de quinua aporta un valor proteico de 73,41% y
un adecuado balance de aminoéacidos, segun lo recomendado por la FAO para la

nutricién humana.

*EI grano de quinua presenta una digestibilidad del 79,00% y por medio de la

hidrélisis enzimética la proteina de quinua alcanzé una digestibilidad de 87,75%,
lo que indica una mayor disponibilidad de estos nutrientes para la absorcion por

parte de nuestro organismo.

*E| proceso hidrolitico de la proteina por accion de la papaina, permitié obtener un

hidrolizado de quinua soluble, funcional, proteico, permitiendo su potencial como

ingrediente en la formulacion de alimentos para el consumo humano.

*Mediante la investigacion experimental, se determiné que los métodos de

precipitacion isoeléctrica y enzimatica para obtener un aislado proteico inciden en
el contenido de proteina asi como también en rendimiento, aceptando la hipotesis

alternativa.
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5.2 RECOMENDACIONES

*Con los resultados alcanzados en el aislado proteico de quinua, se recomienda

aplicar el mejor procedimiento para la extraccion de proteina de quinua germinada
a diferentes tiempos, puesto que, mejora el contenido y a la vez acorta el tiempo de

separacion de componentes no proteicos.

*De igual manera, para la obtencién un aislado por via enzimatica utilizando la

enzima diastasa con propiedades alfa y beta amilasas, se surgiere probar con
enzimas desramificadoras como: amiloglucosidasa, pulanasas, isoamilasa que
hidrolizan enlaces a (1-6) del almiddn, con el fin de encontrar mejores resultados

en cuanto a rendimiento y contenido proteico.

*Al no ser eficiente la hidrélisis de la proteina con la enzima papaina, se surgiere

la aplicacion de otras enzimas proteasas con amplia especificidad a los aminoacidos
para alcanzar un mayor grado hidrdlisis permitiendo romper los enlaces peptidicos

internos y externos de la proteina.
* Aplicar los aislados e hidrolizados proteicos como ingredientes en la elaboracion

de multiples productos tales como: céarnicos, bebidas, panaderia, entre otros

ofertando nuevas fuentes nutricionales al consumidor.
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ANEXOS



METODOS UTILIZADOS EN LA INVESTIGACION

CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES (Anexo 1)

Determinacion de Brix en la muestra. (Método Gallo, 1997), adaptado en el

departamento de Nutricion y Calidad del Iniap).

Se ha convenido Ilamar azlcares como solidos solubles totales (S.S.T). indice

refractométrico (IR) o °Brix al porcentaje de materias secas solubles contenidas en

la solucion y medidas por refractrometria.

a.

Materiales y Equipos
Refractdmetro con la escala de lectura graduada en 0,2 unidades.
Micro pipeta

Procedimiento
Filtrar la muestra de ser necesario, homogenizacion la solucion y verter
algunas gotas sobre el prisma del refractémetro, colocar el aparato enfrente
de una fuente de luz.

La lectura se hace sobre la escala del ocular, en el punto de interseccién de

las zonas y oscuras.

CONTENIDO DE PROTEINA (Anexo 2, 5y 12)

Determinacion de proteina por macro Kjeldahl (Método A.O.A.C.1997)

N°920.152, adaptado en el departamento de Nutricion y Calidad del Iniap).

* % % %+ o+ % P

Equipo

Balanza analitica

Aparato de digestion y destilacion macro kjeldahl
Balones kjeldahl de 50 ml

Erlenmeyer de 250 ml

Titulador automético

Agitadores magnéticos
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Reactivos

Acido sulfurico (grado técnico)

Hidroxido de sodio al 50% (grado técnico)
Acido borico al 4%

Zinc en granulos

Agua desmineralizada

* % % % % % T

Indicador mixto para macro: Rojo de metilo al 01% y verde de bromocresol

al 0,2% en alcohol de 95 %

c. Procedimiento

Digestion

* Se pesa exactamente alrededor 0,04 g de muestra. Depositar en el balon de
digestion y afadir 0,5 g de catalizador y 2 ml de &cido sulfarico concentrado.

* Colocar los balones en el digestor kjeldahl con los calentadores a maxima

temperatura hasta q la solucion adquiera una coloracion verde, esto es

indicativo de haberse eliminado toda la materia organica. Retirar los balones

del digestor y enfriar.

Destilacion

* A los balones adicionar 25 ml de agua destilada, colocar la muestra en el
destilador y afiadir 10 ml de hidroxido de sodio al 50 % destilar recogiendo
el destilado en 6 ml de &cido borico al 4% hasta obtener 50 ml de volumen.

Titulacién

* EIl destilado se titula con &cido sulfurico 0,3 N; empleado 2 gotas de
indicador mixto, hasta que la fase solucién cambie de color.
* El gasto de &cido sulfarico se tomé como dato para el célculo de la proteina

mediante la siguiente formula:

_ (T-B)xNx 14,01

%NITROGENO Wiio
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DONDE:

T= ml de &cido gastado

B= ml de acido gastado en el bal6n blanco
N= normalidad del &cido

W= peso inicial de la muestra

%PROTEINA = %N x 6,25

INDICE DE REFRACCION (Anexo 3y 7)

indice de Refraccion, adaptado en el departamento de Nutricion y Calidad del

Iniap).

Se ha convenido Ilamar azucares como solidos solubles totales (S.S.T). indice
refractométrico (IR) o ° Brix, al porcentaje de materias secas solubles contenidas

en la solucién y medidas por refractrometria.

a. Materiales y Equipos
* Equipo de indice de refraccion

* Micro pipeta

b. Procedimiento

* Verter algunas gotas sobre el prisma del refractémetro, y luego se cierra con
cuidado.

* La lectura se hace sobre la escala del ocular, en el punto de interseccion de

las zonas Yy 0Scuras.

CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE ALMIDON (Anexo 4)

La determinacion del almidon por el método polarimétrico es donde el almidon es
tratado con una solucién diluida de acido clorhidrico en bafio maria y luego se

determina el angulo de rotacién de la luz de una solucién clara en el polarimetro.
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Equipo y material

Balones de 50ml
Embudos platicos
Pipetas graduadas
Pizeta

Porta embudos

Tubos plasticos de 50ml
Gradilla

Centrifuga

Balanza analitica

Bafio maria

L D D D . D I S S o

Polarimetro de 200mm
* Papel filtro cualitativo.

Reactivos

* Acido clorhidrico 0.31N
* Acido clorhidrico al 25%
* Solucion I: Ferrocianuro de potasio trihidratado al 15% en agua destilada.

* Solucidn Il: sulfato de zinc heptahidratado al 30% en agua destilada.

Procedimiento para muestra

* Secar la muestra a 65°C y molerla, pesar 2,5 g en un balén aforado de 50 ml

* Agregar 25 ml de acido clorhidrico 0.31N y agitar por 15 minutos.

* Llevar a bafio de agua hirviente por 15 minutos con agitacion continua.
Enfriar.

* Adicionar 0.5 ml de solucion I y 0.5 ml de solucion Il agitando el balon.
Aforar, centrifugar y filtrar.

* De ser necesario repetir el paso anterior cuantas veces sea necesario hasta
obtener una solucion transparente y cristalina.

* Llenar el tubo de 200 mm con el filtrado y leer en el polarimetro.
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Para blanco

Pesar 5 g de muestra molida en baldn de 50 ml.

Agregar 40 ml de agua destilada y agitar por 15 minutos.

Aforar el baldn con agua destilada, centrifugar en tubos vy filtrar.

*
*
* Adicionar 1 ml de solucion |'y 1ml de solucion 11, agitar.
*
*

Tomar 25 ml del filtrado en un balén de 50 ml. Afadir 1 ml de &cido

clorhidrico al 25% vy llevar a bafio de agua hirviente por 15 minutos con

agitacion continua. Enfriar y aforar.

* Si la solucién esta turbia centrifugar y filtrar.

* Llenar el tubo de 200mm con el filtrado y leer en el polarimetro.

CALCULOS

% Almidéon = (a—b) f

Donde:  a =angulo de rotacion de la muestra en grados

b = angulo de rotacion del blanco en grados

f = factor del almidén
FACTOR DE ALMIDON

*Trigo 5. 635 * Maiz 5.635
*Papas 5.501 *Yuca 5.551
*Quinua 5.5628 *Garbanzo 5.652

* Arroz
*Amaranto

*Frejol blanco

5.661
5.528
5.662
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GRADO DE HIDROLISIS (Anexo 6)
Grado de hidrolisis método de Kim et al (1990).

Se mide la proteina soluble de las muestras tratadas con &cido tricloroacético (TCA)
al 10%. Se toma 10 ml del sobrenadante hidrolizado (proteina soluble) y sera
mezclado con 10 ml de TCA. Luego se centrifuga a 10000 rpm por 15 minutos en
donde se observa la separacion de solido que es la proteina presente en el
sobrenadante. La proteina soluble en el sobrenadante y la proteina total serén

medidas por Kjeldalh.

__ proteina soluble con TCA al 10%

Grado de hidrélisis GH (%) = 100

Proteina total

METODOS UTILIZADOS PARA LAS PROPIEDADES FUNCIONALES Y
NUTRICIONALES EVALUADAS EN EL HIDROLIZADO

INDICE DE SOLUBILIDAD (Anexo 8)
Solubilidad de la proteina (Método de Bera y Mukherjee 1989).

Se preparan 2 suspensiones de la muestra (5 g de muestra en 50 ml de agua
destilada- desionizada), se ajusta el pH de una suspension a pH 4.5 y de la otraa un
pH 7.0, usando HCI 0.1 M o Na (OH) 0.1 M. Agitar las suspensiones por 30 minutos

a temperatura ambiente y centrifugar a 10.000 rpm por 15 minutos.

El contenido de proteina del sobrenadante, se determina por kjeldalh y el porcentaje

de solubilidad de la proteina es calculado con la siguiente formula:

i proteina en el sobrenadante (%)
Proteina Soluble(%) = - X100
proteina total de la muestra (%)
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INDICE DE DISPERSIBILIDAD (Anexo 9)
Dispersibilidad de la proteina (Método AACC 46-23 1974).

Pesar 5g de muestra seca en un vaso de precipitacion 400ml y medir 200ml de agua
a 30°C. Afadir pequefia porcion de agua a un tiempo y dispersar la muestra con una
varilla de agitacion, agitar la mezcla a 120 rpm con agitador mecanico por 120 min
a 30°C, por inmersion del vaso de precipitacion en un bafio de agua, luego transferir
la mezcla a un frasco volumétrico de 250ml y afiadir una o dos gotas de

antiespumante hasta mezclar el contenido del frasco totalmente.

Permitir que permanezca quieto por unos minutos y decantar 40 ml en un tubo de
centrifuga de 50ml; centrifugar a 15000rpm por 10 min y decantar el sobrenadante
a través de un embudo teniendo cuidado de no transferir nada sélido, reunir el

filtrado y determinar proteina por kjeldalh.

El porcentaje de dispersibilidad de la proteina es calculado con la siguiente formula:

proteina dispersible en agua (%)

X100
proteina total de la muestra (%)

indice de dispersibilidad de la proteina(PDI) =

CAPACIDAD ESPUMANTE (Anexo 10)

La capacidad de formacion y la estabilidad de la espuma, se determind siguiendo el
método de (Chau, cheung, & whon, 1977), adaptado por el departamento de
Nutricion y calidad Iniap. El efecto de la concentracidn se evalu6 en suspensiones
de 2 % (p/v), ajustadas a pH 7.0, se determind a los niveles 2, 4, 6, 8 y 10, sobre

suspensiones al 2%.

Se prepard una suspension de proteina para cada caso (50 ml), se mezcld en una
licuadora a 2000 rpm por 5 min, se trasvaso a una probeta graduada y se registro el
volumen de espuma después de 30 segundos, expresando el resultado como el

incremento de volumen en porcentaje, segun la siguiente formula:
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V(%) = %xwo

Donde:
IV % = Incremento en volumen
Vf = Volumen Final

Vo = Volumen inicial
CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA Y ACEITE (Anexo 11)

Esta propiedad funcional capacidad de retencién de agua y aceite, se determiné por
el método de Naczk, (1985), adaptado por el departamento de Nutricién y calidad

Iniap.

Las dispersiones usadas para las determinaciones de solubilidad de la proteina
podrian ser usadas para obtener un estimado de la capacidad de retencion de agua
por pesada de los de los tubos de centrifuga antes y después de la centrifugacion y
eliminado el sobrenadante, el peso de los pellets hidratados fue calculado por
diferencia y relacionado al peso de producto de dispersion. La capacidad de
retencion de agua sera expresada como g de agua sostenida / g de producto. En un
tubo de centrifuga de 50 ml, con tapa y tarado, se pesd 2g de muestra, se afiadié 16
ml de agua destilada. Se tapo el tubo y se agito vigorosamente para suspender
completamente la muestra. Se ajusto el pH de la suspension a un valor de 7, se agito
en una placa magnética por 20 minutos y se centrifuga a 3000 rpm por 10 minutos.
El sobrenadante fue cuidadosamente removido, entonces él tuvo fue invertido y
drenado por 10 minutos. Se tapo él tuvo y se pesé su contenido. El agua retenida

fue calculada por la siguiente formula:

peso de pellet hidratado — peso de muestra (b.s)

C idad de retencién d ite =
apacidad de retencién de agua y aceite peso de muestra (b.s)

b.s= base seca
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DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA (Anexo 13)

Determinacion de la digestibilidad de la proteina método multienzimatico de (Hsu,

1977), adaptado en el departamento de Nutricion y Calidad Iniap.

Una forma de evaluar la calidad de la proteina es considerar el grado de

digestibilidad de esta, por ellos se realiza un analisis por medio de un método in

vitro. Este método de determinacion de digestibilidad de la proteina se halla a través

de la simulacién de un proceso digestivo con enzimas de origen animal, como son:

Tripsina, Chymotripsina y Peptidasa pancreatica.

Reactivos y materiales

*

*
*

Suspension de caseina: Casein sodium salt-from bovine milk (Sigma-
Aldrich; C8654).

Tripsina: Porcine pancreatic trypsin, type IX (Sigma- Aldrich; T 0303) debe
conservarse a -20°C.

Chymotripsina: Bovine pancreatic chymotrypsin, Type Il (Sigma-Aldrich;
C4129) debe conservarse a -20°C.

Peptidasa: Porcine intestinal peptidase (Sigma-Aldrich; P7500) debe
conservarse a -20°C.

Tubos falcon: aprox. De 15 ml.

Bafo maria: las muestras sumergidas en el bafio deben ser mantenidas a una
temperatura de 37°C.

Pipetas.

pH metro.

Preparacion de muestras y soluciones

Todas las muestras usadas para el estudio de digestién in vitro son liofilizadas

y molidas finamente.
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Preparacion de la solucion de proteina (patron caseina)

Se prepara la suspension de proteina acuosa (caseina de sodio), a una concentracion
de 10 mg de nitrogeno y se 2.5 ml de agua 18 M, a esta suspension se le ajusta el
pH a 8.0 con 0.1N HCl y Na OH 0.1 N y se agita para obtener una homogeneidad.
La suspension de caseina se debe conservar refrigerada, pero debe estar a una

temperatura ambiente para poder ser utilizada.
Preparacion de la solucion multienzimatica

Se prepara una solucion multienzimatica de tripsina 2mg/ml, Chymotripsina 2.24

mg/ml y peptidasa 0.51 mg/ml.

Para preparar 25 ml de a solucion multienzimatica, se deben pesar las siguientes

cantidades y enserar con agua 18 M.
0.056g Chymotripsina 2.24 mg/ml
0.0127g  Peptidasa 0.51 mg/ml
0.050g Tripsina 2.00 mg/ml

La solucion multienzimatica se debe mantener en un bafio de hielo y su preparacion
debe ser a diario y comprobar su actividad usando una suspension acuosa de caseina

de sodio.

PROCEDIMIENTO

Se toman muestras por triplicado y se determina la digestibilidad de la siguiente

manera:

* Se pesa en tubos Falcén, una cantidad de muestra que contenga 10mg de
muestra (hidrolizado) y se disuelve en 2.5 ml de agua 18 M _.

* Luego se procede a adicionar 2.5ml de Na (OH) al 0.2 N y se hace una
incubacion de la solucion por un periodo de 30 minutos en un bafio de agua
con una temperatura de 37°C.

* Después de transcurrido los 30 minutos, se agrega 5.0ml de HCI 0.075N a

la solucion.

136



* Se ajusta el pH a 8.0

*

Se mantiene la solucién con una temperatura de 37°C.

* Una vez ajustado el pH y mantenida a temperatura 37°C, se agrega 2ml de
la solucién multienzimética a cada una de las muestras, en donde se presenta
un répido descenso del pH, el cual es causado por la liberacién de los grupos
carboxilos COOH presentes en la proteina debido a la accion de enzimas
proteoliticas.

* El descenso del pH se registra automaticamente después de un periodo de

10 minutos usando un medidor de pH.

* Finalmente se calcula el valor de digestibilidad a este tiempo (10 minutos).

Calculos

Para calcular el porcentaje de digestibilidad de proteina, se utiliza la siguiente

ecuacion:
Y=210.46-X18.10
Y= digestibilidad in Vitro de la proteina

X=valor del pH después de 10 min de digestidn con la solucién multienzimatica.
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ANEXO 14

FICHA TECNICA DE LA ENZIMA PAPAINA

Tabla 1. Propiedades de la papaina y Flavourzima®

Enzima Papaina Flavourzima®
Numero EC 34222 3412
Fuente Carica papaya Aspergillus oryzae
Actividad enzimatica 3.18 UA'/mg de enzima 500 LAPU?/g de enzima
Tipo de accion Endopeptidasa Exopeptidasa
PH optimo 4.5-7.0 5.0-7.0
Temperatura Optima 50-75°C 50-55°C
Amino acidos especificos Amplia
Sitio activo Cisteina 25
Inhibidores Agentes oxidantes,
reactivos sulthidrilo y
metales pesados
Inactivacion enzimatica 90°C, 10 min. 85°C, 5 min.

Activadores

'"UA-= Unidad Anson

Agentes reductores,
compuestos tiol, EDTA.

“LAPU=Unidad leucina aminopeptidasa

Fuente: Obtencién de un hidrolizado de alta funcionalidad a partir del chocho (villacrés,

Master of science- M.Sc en ciencia de alimentos , 2001).
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ANEXO 15
FICHA TECNICA DE LA ENZIMA DIASTASA

Descripcion 'l=i\./|ERCK

Numero 103604
de
catalogo

Informacion del producto

Ndmero 9000-90-2
de CAS

Numero 647-015-00-4
de indice
CE

Ndmero 232-565-6
CE

Cadigo 3507 90 90
HS

Informacion fisicoquimica

Valor de 6.5-7.5 (10 g/l, H;O, 20 °C)
pH

Densidad 100 - 200 kg/m3
aparente

Solubilidad | 10 g/l (20 °C)

Informacion toxicolégica

DL 50 oral DL50 Rata > 7500 mg/kg

Informacion de seguridad segun el GHS

Pictogramas
de peligro

Declaraciones H334: Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades
de peligro respiratorias en caso de inhalacion.
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Consejos de P260: No respirar el polvo.

precaucion P262: Evitar el contacto con los ojos, la piel o la ropa.
P304 + P340: EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al
exterior y mantenerla en reposo en una posicién confortable para respirar.
P342 + P311: En caso de sintomas respiratorios: Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o a un médico.

Palabra de Peligro
sefializacion

RTECS BU7432500

Clase de 10 - 13 Otros liquidos y sustancias soélidas
almacenamiento

WGK WGK 1 contamina ligeramente el agua

Eliminacion Los reactivos orgénicos liquidos relativamente no reactivos desde el punto
de vista quimico se recogen en la categoria A. Si contienen halégenos se
les asigna la categoria B. Residuos sélidos: categoria C.

Informacion de almacenamiento y transporte

Almacenamiento Almacenar entre +2°C y +8°C.

Informacion de transporte

Declaracion (via férreay Kein Gefahrgut
carretera) ADR, RID

Declaracidn (transporte aéreo) No Dangerous Good
IATA-DGR

Declaracion (transporte No Dangerous Good
maritimo) Codigo IMDG
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ANEXO 16

FICHA TECNICA DEL HIDROXIDO DE SODIO

Descripcion "
1
wWIERCK
"
Numero de 106462
catalogo
Replaces SX0600-30; SX0600; SX0600-1
Sinénimos Soda caustic, SX0600-30, SX0600
Informacion del producto
Numero de 1310-73-2
CAS
Nimero de 011-002-00-6
indice CE
Nimero CE 215-185-5
Formula Hill HNaO
Férmula NaOH
quimica
Molar Mass 40.00 g/mol
Cdédigo HS 28151100
Aplicaciones
Aplicacion Sodium hydroxide pellets pure. Sodium hydroxide CAS No. 1310-73-2, EC
Number 215-185-5. Sodium hydroxide MSDS (material safety data sheet) or

SDS here.
Informacion fisicoquimica
Densidad 2.13 g/cm3 (20 °C)
Punto de fusién | 319 - 322 °C

Valor de pH >14 (100 g/l, H,0, 20 °C)
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Informacion fisicoquimica

Presion de (20 °C)
vapor
Solubilidad 1090 g/l (20 °C)

Informacion de seguridad segun el GHS

Pictogramas de
peligro

Declaraciones de H290: Puede ser corrosivo para los metales.

peligro H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.
Consejos de P280: Llevar guantes/ prendas/ gafas/ mascara de proteccion.
precaucion P301 + P330 + P331: EN CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca.

NO provocar el vomito.

P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS:
Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las
lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

P308 + P310: EN CASO DE exposicion manifiesta o presunta: Llamar
inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un médico.

Palabra de Peligro
sefializacion

RTECS WB4900000

Clase de 8B Materiales corrosivos peligrosos, no combustibles
almacenamiento

WGK WGK 1 contamina ligeramente el agua

Eliminacion 13
Las bases y alcoholatos, si es necesario, se diluyen introduciéndolas y
agitando cuidadosamente en agua. Seguidamente se neutralizan con
acido clorhidrico (art. 100312) (guantes, campana extractora). Antes del
vaciado en categoria D 6 E, comprobar el valor del pH con tiras
idicadoras universales (art. 109535).

Informacion de seguridad

Simbolos de

riesgoy _

peligrosidad Corrosive

Categorias de COrrosivo

peligro
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Informacion de seguridad

Frase R R 35
Provoca quemaduras graves.

Frase S S 26-37/39-45
En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente
con agua y actdase a un médico.Usense guantes adecuados y
proteccién para los ojos/la cara.En caso de accidente o malestar,
acudase inmediatamente al médico (si es posible, muéstresele la
etiqueta).

Informacion de almacenamiento y transporte

Almacenamiento Almacenar entre +5°C y +30°C.
Informacion de transporte

Declaracion (via UN 1823, 8, Il
férreay carretera)
ADR, RID

Declaracion UN 1823, 8, Il
(transporte aéreo)
IATA-DGR

Declaracion UN 1823, 8, Il, Segregation Group: 18 (Alkalis)
(transporte

maritimo) Codigo

IMDG

ANEXO 17

FICHA TECNICA DEL ACIDO CLORHIDRICO FUMANTE AL 37%

Descripcion

' MERCK

Numero de 100317
catalogo
Sinénimos Hydrogen chloride solution

Informacion del producto

Grado ACS,ISO,Reag. Ph Eur
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Informacion del producto

Cédigo HS

2806 10 00

Informacion fisicoquimica

Punto de
ebullicién

Densidad

Punto de fusién

Valor de pH

Presion de
vapor

Solubilidad

45 °C

1.19 g/cm3 (20 °C)

-28 °C

< -1 (H,0, 20 °C)

190 hPa (20 °C)

(20 °C) soluble

Informacion de seguridad segun el GHS

Pictogramas de
peligro

Declaraciones
de peligro

Consejos de
precaucion

Palabra de
sefializacion

Clase de
almacenamiento

WGK

&>

H290: Puede ser corrosivo para los metales.
H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.
H335: Puede irritar las vias respiratorias.

P280: Llevar guantes/ prendas/ gafas/ méascara de proteccion.

P301 + P330 + P331: EN CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca. NO
provocar el vémito.

P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto,
si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

P308 + P310: EN CASO DE exposicion manifiesta o presunta: Llamar
inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un médico.

Peligro

8B Materiales corrosivos peligrosos, no combustibles

WGK 1 contamina ligeramente el agua
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Informacion de seguridad segun el GHS

Eliminacion

12

Los acidos inorganicos y sus anhidridos, segun el caso, se diluyen o
respectivamente se hidrolizan previamente, afiadiéndolos bajo agitacion,
cuidadosamente, en agua con hielo. Seguidamente se neutraliza con solucién de
hidroxido sédico (art. 105587) (guantes, campana extractora). Antes del vertido
en la categoria D controlar el valor del pH con tiras indicadoras universales (art.
109535). El acido sulftrico fumante (6leum) se gotea cuidadosamente en acido
sulfarico al 40 % (art. 109286), bajo buena agitacion. Tener siempre cantidades
suficientes de hielo a mano a efectos de refrigeracion exterior. Después de enfriar,
el acido sulflrico altamente concentrado obtenido se somete, como se indica
arriba, a su tratamiento ulterior. Analogamente al acido sulfirico fumante
(6leum)/acido  sulfirico pueden gotearse otros anhidridos en sus
correspondientes &cidos. Los gases acidos (p. ej. halogenuros de hidrégeno,
cloro, fosgeno, didxido de azufre) se pueden pasar por una solucién de sosa
céaustica diluida y después de la neutralizacion se eliminan en la categoria D.

Informacion de seguridad

Simbolos de
riesgoy
peligrosidad

Categorias de
peligro

Frase R

Frase S

. Corrosive

COITosivo

R 34-37
Provoca quemaduras.lrrita las vias respiratorias.

S 26-36/37/39-45

En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente con agua
y actdase a un médico.Usense indumentaria y guantes adecuados y proteccion
para los ojos/la cara.En caso de accidente o malestar, acidase inmediatamente
al médico (si es posible, muéstresele la etiqueta).

Informacion de almacenamiento y transporte

Almacenamiento

Almacenar entre +2°C y +25°C.

Informacion de transporte

Declaracion
(viaférreay
carretera)
ADR, RID

Declaracion
(transporte
aéreo)
IATA-DGR

UN 1789, 8, I

UN 1789, 8, Il
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Informacion de transporte

Declaracion
(transporte
maritimo)
Codigo
IMDG

UN 1789, 8, II, Segregation Group: 1 (Acids)

ANEXO 18
FICHA TECNICA DEL ACIDO CITRICO

Informacion del producto

Férmula
quimica

Molar Mass
Cédigo HS

Imagen
formula
estructural

(HOOCCH,),C(OH)COOCH
192.12 g/mol
2918 14 00
@] OH
OH 0
O OH
OH

Informacion fisicoquimica

Punto de
ebullicién
Densidad

Punto de
fusiéon

Valor de pH

Presion de
vapor

Densidad
aparente

Solubilidad

200 °C (1013 hPa) (descomposicion)

1.665 g/cm3 (18 °C)

153 °C (descomposicion)

1.7 (100 g/l, H,0, 20 °C)

<-0.1hPa (20 °C)

560 kg/m3

1330 g/l (20 °C)

' MERCK
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Informacion de seguridad segun el GHS

Pictogramas de ‘

peligro

Declaraciones H319: Provoca irritacion ocular grave.

de peligro

Consejos de P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0OJOS: Aclarar

precaucion cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

Palabra de Atencion

sefalizacion
Informacion de seguridad

Simbolos de
riesgoy .
peligrosidad Irritant

Categorias de irritante

peligro
Frase R R 36

Irrita los ojos.
Frase S S 26

En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente con
agua y acudase a un médico.

Informacion de almacenamiento y transporte

Almacenamiento Almacenar entre +5°C y +30°C.
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ANEXO 19

Concentraciones de acido citrico, acido clorhidrico (HCI) e Hidroxido de sodio
(NaOH 1N) utilizadas para la obtencion de un aislado por precipitacion
isoeléctrica

Solubilizacion alcalina | Precipitacion de la | Precipitacion de la
de la proteina con NaOH | proteina a pH 4,5 con | proteina a pH 4,5 con
IN acido citrico HCI
pH 8: 6,5ml 4,056 g 5,4 ml
pH 9: 8,5ml 6,202 g 6,7 ml
pH 10: 9,5 mi 7,151 ¢ 7,9 ml
ANEXO 20

Contenido de sélidos solubles en el sobrenadante en la etapa de solubilizacion

alcalina con Na (OH) 1N, para la obtencion de un aislado proteico

° BRIX
REPETICIONES
Tratamientos | Il 11l

TB1 3,8 4 4
TB2 3,6 3,5 3,8
TB3 3,6 4 3,8
TB4 3,8 3,9 4
TB5 3,8 4 3,9
TB6 3,6 4 3,9

ANEXO 21

° Brix en el jarabe por medio de la hidrdlisis del almidon de quinua, para la

obtencion de un aislado proteico por via enzimatica.

2 BRIX EN LA HIDROLISIS DEL ALMIDON DE QUINUA
TRATAMIENTOS

Tiempo TE1 TE2 TE3 TE4 TES TS6 TE7 TES
0 45 4,4 45 43 44 45 4,4 43
1 7,9 8,6 6,8 6,5 6,5 6,6 6,2 7,5
2 8,6 9,6 3 7,7 75 7,3 6,8 8,3
3 9,3 10,2 8,6 8,5 8 7,6 7,2 8,6
4 9,8 10,8 9 8,9 8,4 8 76 9
5 10,2 11,4 9,4 9,5 8,6 8,4 8 9,5
6 10,75 11,9 9,6 10 9 3,8 8,4 9,9
7 11,75 12,8 9,8 10,5 9,6 9,4 9 10,2
8 12,6 13,5 10,2 10,9 9,9 9,8 9,6 10,6
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Contenido de almidon en el aislado proteico por via enzimatica

Datos de Muestra (a) angulo de rotacion de la muestra en grados

ANEXO 22

Muestra (a)
TRATAMIENTOS | 1 11
TE1 0,70 0,60 0,90
TE2 0,90 1,11 1,10
TE3 0,85 0,95 0,70
TE4 1,00 0,90 1,20
TES 1,55 1,00 1,50
TE6 1,50 1,25 1,10
TE7 2,00 1,75 1,65
TE8 1,75 1,85 1,30

Datos de muestra (b) angulo de rotacion del blanco en grados

Muestra (b)
TRATAMIENTOS I I I
TE1 0,50 0,70 0,70
TE2 0,10 0,05 0,50
TE3 0,10 0,45 0,05
TE4 0,20 0,20 0,60
TES 0,73 0,65 0,35
TE6 0,30 0,45 0,10
TE7 0,10 0,20 0,15
TE8 0,20 0,10 0,20

Calculo

Factor del almidon de quinua: f =(5.528)

% Almidén = (a—b) f
% Almidon= 0,70- (0,50) x 5,528

% Almidon=1,11%
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ANEXO 23
Calculo del grado de hidrdlisis en el hidrolizado proteico de quinua

Proteina soluble en el sobrenadante

| PROTEINA SOLUBLE |

TRATAMIENTOS I Il I
TH1 7,50 10,05 7,25
TH2 7,25 9,25 9,00
TH3 8,50 8,00 7,40
TH4 8,25 9,20 8,50
TH5 3,25 8,00 811
TH6 9,75 9,00 8,25
TH7 5,60 6,75 7,00
TH8 8,00 8,46 9,25

Proteina total del asilado hidrolizado

| PROTEINA TOTAL |

TRATAMIENTOS I Il Il
Tl 61,09 64,58 64,11
T2 67,14 62,29 69,19
T3 67,44 59,02 57,18
T4 57,13 59,53 57,34
T5 54,89 53,22 53,97
T6 66,00 63,27 66,67
T7 53,55 53,56 53,78
T8 65,23 62,2 66,25

Calculo del grado de hidrdlisis

o proteina soluble con TCA al 10%
Grado de hidrolisis GH (%) = ~ X100
Proteina total

’

61,09

Grado de hidrolisis GH (%) = X100

grado de hidrolisis GH = 12,27%
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ANEXO 24

Calculo de la capacidad de retencidn de agua y aceite ene | hidrolizado
proteico de quinua.
Datos para capacidad de retencion de aceite
Peso de tubo + tapa = 13,234 g
Peso de muestra = 2g de proteina hidrolizada
Peso de pellet hidratado = 16,339 g
Peso de pellet hidratado final = 3,105g

(b.s)= base seca.

peso de pellet hidratado — peso de muestra (b.s)

Capacidad de retencion de aceite =
p peso de muestra (b.s)

aceite
3,105 g%rom —2g p/toteiﬁa(b s)

2 g protefira(b. s)

Capacidad de retencidn de aceite =

Capacidad de retencidon de aceite =0,56 g aceite/ g proteina

Datos para capacidad de retencion de agua

Peso de tubo + tapa = 13,234 g

Peso de muestra = 2g de proteina hidrolizada
Peso de pellet hidratado = 15,897 g

Peso de pellet hidratado final = 2,659

(b.s)= base seca.

peso de pellet hidratado — peso de muestra (b.s)

Capacidad de retencién de aceite =
peso de muestra (b.s)
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g agua .
2,65 M —2g pW(b s)

2 g proteinatb.s)

Capacidad de retencion de agua =

Capacidad de retencidén de aceite =0,33 g agua/ g proteina

ANEXO 25

Capacidad espumante en el hidrolizado proteico de quinua

Calculo:
Formula de capacidad espumante
IV%=%X100 IV% = 75%
pH6 o — (76=40) ml
PH2 V9 = 62=20ml, g4 W% =" *100
40ml
IV % = 55% IV%=90%
pH4 |V%=MX 100
4oml pHS o= B340 Ml 4
ml
pH 10 o = 2020 m 400
% ml IV% =108%
IV%=125%
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ANEXO 26

Calculo de solubilidad, dispersibilidad y digestibilidad de la proteina

hidrolizada de quinua.

SOLUBILIDAD

proteina en el sobrenadante (%)

Proteina Soluble(%) = X100
roteina Soluble(%) proteina total de la muestra (%)
Proteina Soluble(%) = 62’661(%)X100

roteina Soluble(% = 7341 (%)

Proteina Soluble = 85,35 %

DISPERSIBILIDAD

proteina dispersible en agua (%)

Indice de dispersibilidad de la proteina(PDI) = X100

proteina total de la muestra (%)

61,45(%)

Indice de dispersibilidad de la proteina(PDI) = ————=X100

73,41 (%)

Indice de dispersibilidad de la proteina(PDI) = 83,71%

DIGESTIBILIDAD

Digestibilidad de la proteina hidrolizada de quinua.

Y= 210,46 — x 18.10

Y

X

digestibilidad in vitro de la proteina.

valor del pH después de 10 minutos de digestion con la solucidn

multienzimatica.

Calculo digestibilidad de la proteina hidrolizada

Y= 210,46 — x 18.10

Y= 210,46 — ( 6,78)18.10

Y= 87,75%
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ANEXO 27

Proteina en el aislado por precipitacion isoeléctrica

MC-LSAIA-2201-03

ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD

Sur Km 1. CutuglaguaTils, 2690691-3007134. Fax 3007134
Casba postal 17.01-340

e ————————————————————— —
INSTITUTO NACIONAL AUTONOMO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

)
ﬂ I":ﬂ' LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS
P

INFORME DE ENSAYOQ No: 14-300

NOMBRE PETICIONARIO: Ina. Elena Villacrés INSTITUCION: INIAP EESC
DIRECCION: Panamericana Sur Km 1 ATENCION: Ing. Maria Belén Quelal
FECHA DE EMISION: 08 de noviembre del 2014 FECHA DE RECEPCION.: 07 de noviembre del 2014
FECHA DE ANALISIS: Del 20 de noviembre al 05 de diciembre del 2014 HORA DE RECEPCION: 11:20
ANALISIS SOLICITADO Proteina
ANALISIS | HUMEDAD PROTEINA" s
MO-LSAIA-01,01 MO-LSAIA-01.04
METODO REF.| U. FLORIDA 1970 U, FLORIDA 1970
[ UNIDAD % %
14-1970 336 61,08 Proteina aislada por via isoeléctrica T1R?
141971 351 64,58 Proteina aislada por via isoeléctrica TIR2
14-1972 440 64,11 Proteina ai or via isoeléctrica T1R3
14-1973 237 £7.14 Proteina aislada por via isoeléctrica T2R1
14:1974 112 6229 Proteina aislada por via isoeléctrica T2R2
14-1975 21 5818 Proteina aislada por via isoeiéctrica T2R3
14-1976 1,22 6744 Proteina aislada por via isoeléctrica T3R1
141977 233 59,02 Proteina aislada por via isoekéctrica TSR2
141978 113 5718 [Proteina aislada por via isoeiéctrica T3R3
14.1979 1,84 5713 Proteina aislada por via isoeécirica T4R1
14-1980 1,75 59,53 Preteina aislada por via isoeléctrica TAR2
14-1981 204 57,34 Proteina aislada por via isoeléctrica T4R3
14-1982 0.36 54 89 Proteina aislada por via isoeléctrica T5R1
14-1983 0,30 53,22 Proteina aislada por via isoeléctrica T5R2
g 036 5387 Proteina aislada por via isoeléctrica TSR3
14-1985 0.29 66,00 Proteina aislada por via isoelécirica TBR 1
14-1986 0,19 6327 Preteina aislada por via isoelécirica TBR2
14-1987 088 66T Proteina aislada por via isoeléctrica TER3 |

Los ensayos marcados con () se reportan en |
OBSERVACIONES: Muestra entregada por el clier

..h'...',p X

: EDECAUD@él EAF SANTA CATALIN

Este do 110 punde ser mp i total ni p sin la ap escrila del 0
Los resultados amda sok estdn con &f objeto de ensayo

NOTA DE DESCARGO La informacion contensda en este informe de ensayo es de caricter conbidencial ostd dingido Unicamente 3 destnatano 00 @ misma y solo podrd ser usada por este. Si o lector
de este coTeo electionico o fax no e5 ¢f destinatario dol mismo, se le notfica que cuslquier copin o distribucion de este 56 oncueniva tolaiments protibido Si ustad ha recibido este informe de ensayo poc

el por fvor notfique inmeskataments al romitente por este MmO medis y eiming & nformacion

Pagina1de 1
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Anexo 28
Proteina en el aislado proteico por via enzimatica.

MC-LSAIA-2201-03 J ]
INSTITUTO NACIONAL AUTONOMO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD

e
Fm A
|NIHP uaom'ro:uo DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS @Q j)

Surkm 1 CutuglaguaTits. 2680691.3007134. Fax 3007134
Cashia postal 17-01.340

INFORME DE ENSAYO No: 14-300

NOMBRE PETICIONARIO: Ina, Elena Villacrés INSTITUCION: INIAP-DNC

DIRECCION: Panamericana Sur Km 1 ATENCION: Ing Elena Villacrés

FECHA DE EMISION: 15.04- 2015 FECHA DE RECEPCION.: 301032015

FECHA DE ANALISIS: Del 31 de marzo al 15 de abril del 2015 HORA DE RECEPCION: 14:35:00

ANALISIS SOLICITADO Proteina
ANALISIS HUMEDAD PROTEINAT IDENTIFICACION
MO-LSAIA-01.01 MO-LSAIA-01,04
METODO REF.| U. FLORIDA 1970 U. FLORIDA 1970
% %

150354 255 5355 Proteina aislada por via enzimatica T1R1
15-0355 2.58 5278 Proteina aisiada por via enzimatica T1R2
150356 10,59 5355 Proteina als: f via enzimatica T2R1
15-0357 10,08 4971 Prefeina aisiada por via enzimatica T2R2
150358 336 _49.47 Proteina aislada per via enzimatica T3R1
150359 14,24 4365 Proteina aislada per via enzimitica T3R2
15-03€0 1.18 4715 Protena aislada por via enzimatica T4R1
15-0361 4.50 50,10 Preieina aslada por via enzimatica TAR2
150362 428 4737 [Froteina asslada por via enzimatica T5R1
15-0363 10,40 46,18 Proteina aislada por via enzimatica T532
15-0364 340 44 46 Proteina aislada por via enzimatca T6R1

|__15-0365 1012 47,31 Proteina aislada por via enzimatica T6R2
15-0366 12,35 43,60 Proteina aislada por via enzimatca T7R1
15.03€7 10.50 4302 |Proteina aislada por via enzimatca T7R2
15-0368 10,52 4557 Proteina aislada por via enzimatica TBR1
15-0369 1148 46.3%

Proleira aislada por via enzimatica TER2

Los ensayos marcados con () se reportan en |
OBSERVACIONES: Muestra entregada por el clier

.'N-L“.P. X .h;tnsammbgo.

|, LA¥ \l.rll-A;Aup, W
Este 10 puede ser (e i total i p 13 ape escnia del labo "
Los resultados ariva 5010 o8An con ol obyeto de ensayo

NOTA DE DESCARGO. La informacitn contenida en este infime de ersayo s de caricier confidencl 58 Grigido Lncamerte il destnatana de 1 Misma y $olo poded ser usada por este. Si & lectar

0F 6518 COeO electonico o tax wouﬂmmwm.ucmmwmpaommuoswnaumu.muum SLUSIN Na reGINGO 5te informae B ensayo por
Wior por favor nolfique inmeditamonts & remente por #5320 MISMO Mace y alinne la informacion
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ANEXO 29

Proteina soluble en el hidrolizado proteico de quinua para el determinar el
grado de hidrdlisis.

MC-L SAIA-2201-03 ]
INSTI, (O NACIONAL AUTONOMO DE INVESTIGACIONES AGI  [CUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA e
a ® DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD ’ﬁ h-. ‘
F lﬂlﬂl’ LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS e
Panamericana Sur Km 1. CutugleguaTifs 2690891-3007134 Fax 3007134
Casilla postal 17-01-340 lw
INFORME DE ENSAYO No: 15-0115
NOMBRE PETICIONARIO:  Ing. Elena Villacrés INSTITUCION: INIAP-DNC
DIRECCION: Panamericana Sur Km 1 ATENCION: Ing. Elena Villacrés
FECHA DE EMISION: 06/05/2015 FECHA DE RECEPCION.: 23/04/2015
FECHA DE ANALISIS: Del 24 &l 30 de abl de 2015 HORA DE RECEPCION: 09H00
ANALISIS SOLICITADO Proteina
ANALISS PROTENAD IDENTIFICACION
METO MO-LSAIA-01.04
METODO REF. U, FLORIDA 1870
UNIDAD %
150489 750 Profeina Soluble T1R!
150490 125 Proleina Soluble T1RZ
150481 125 Proteina Soluble T2R1
150482 9.25 Proteina Soluble T2R2
150483 850 Proteina Souble T3R1
150434 8,00 Proteina Soluble T3R2
150435 825 Proteina Soluble TAR1
15.0496 920 Preteina Soluble T4R2
150457 3% Frotea Solubk TER1
150498 811 Proteina Soluble T5R2
150490 975 Prote(ng Sokble TER1
15-0500 .00 Proteina Soluble T6R2
150501 560 Proteina Soluble T7R1
15 6,75 Profeina Soluble TTR?
15:0503 800 Proteina Soluble TER1
15-0504 925 Proteina Soluble T8R2
Los ensayos marcados con Q se reporlan en base seca.
DBSERVACIONES: Muestra entregada por el cliente
— RESPONSABLES DEL INFORME < (
8 - (s \iA il
rArmando Rubio LN.Lp p Dr. Ivan Samaniego; MSc.
SPONSABLE DE CALIDAD I i 4 a1 RESPONSABLE TECNICO
Este documento no puede ser reproducido ni fotal o paroalimente sin [a aprobacon escria dﬁb&x‘iﬁm el
Los resullados amba indcados solo sfan relacionndos con el 0belo de endayo
NOTA DE OESCARGO Lu informacian contamda en este informe de ensayo ey de caracter confidencil estd dogido uncamente al destnating d¢ & mema y 5010 podrd 32¢ v43da pot ekte Si of leetor de es'e o
declronica 4 fax 1o o & 0 58 ¢ notfica que cualouer copa o dsthbucdn o 0ste be encueniza tatalmente prohisda S usted ha rectvdo este nfarme de engayo por efror por fivor notfigue

a0t por oste migmo mede y aliming & informacion
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ANEXO 30

Proteina total en el hidrolizado proteico de quinua para determinar el grado
de hidrdlisis

MC-L SAIA-220100

INSTI. /O NACIONAL AUTONOMO DE INVESTIGACIONES AGH  'CUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA ]
DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD ﬁ /% n

. ° |
ﬁ l"lﬂp LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS a
Panamencana Sur Km 1 CutuglaguaTifs 2690691-3007134 Fax 3007134 l

Casila postal 17.01:240

INFORME DE ENSAYO No: 150115

NOMBRE PETICIONARIO:  Ing. Elena Villacrés INSTITUCION: INIAP-DNC
DIRECCION: Panamericana Sur Km 1 ATENCION: Ing. Elena Villacrés
FECHA DE EMISION: 06/05/2015 FECHA DE RECEPCION.! 23/0412015
FECHA DE ANALISIS: Del 24 al 30 de abril de 2015 HORA DE RECEPCION: 09H00
ANALISIS SOLICITADO Proteina
"'E":nN To:lo mi KT EI:‘:?‘ IDENTIFICACION
METODO REF, U, FLORIDA 1670
%
16:0505 61,09 Proteina Total T1 RY
16-0508 6458 Proteina Tolal T1R2
16:0507 67.14 Proteina Total T2R1
16-0508 62,28 Proteina Total T2R2
16-0508 6144 Proteina Total T3R1
16-0600 59,02 Proteina Total T3R2
16-0601 5113 Proteina Total TAR1
| 16:0602 5953 Proteina Total T4R2
160603 5489 Protelna Tolal TSRt
16-0604 5322 Proteina Tolal T5R2
16-0605 66,00 Proteina Tolal TER1
16-0606 6327 Profeina Tetal TR2
160607 5355 Proteina Tetal T7R1
16:0508 53,56 Proteina Total TTR2
16:0609 65,23 Proteina Tetal TSR1
16:0700 6220 Proteina Total TR2

Los ensayos marcados con ) se reportan en base seca
OBSERVACIONES: Muestra entregada por el cliente

e RESPONSABLES DEL INFORME S (
r LA Al Dr. Ivin Samaniego; MSC.
SPONSABLE DE CALIDAD B t LN RESPONSABLE TECNICO

\ YAN .

————
Este documento no puede ser reproducido ni lolal m parcaimente s Ia aprobacion escrda dol tabaratan
|08 reautacios amba indicados solo estan ¢laionacos con ol objeto de ensaya
NOTA DE DESCARGO L e 530 0%

eclronicn o fax ng ¢5 6l Lastr

al. eatd oo unicaments Al cestnatano de '8 misma y 50 poara ser Usada pot oste Si of lector de este comeo
e 58 ancuentra totalmenta protiido S sted ha tecteds eats AfOrme de 6nsay0 PO erer. por favor notfitus

Amadigtamenio & rem ety por
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ANEXO 31

Solubilidad y dispersibilidad de la proteina en el hidrolizado proteico de

quinua.

MC-LSAIA-2201-03

| —————————————————— —
INSTI ... O NACIONAL AUTONOMO DE INVESTIGACIONES AL PECUARIAS
ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD

& | ":np LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS

!ﬁ r_,_f\
Sur Km 1 CutuglaguaTifs. 2650691-3007134. Fax 3007134 (W

Casilla postal 17-01-340

INFORME DE ENSAYO No: 15-097

NOMBRE PETICIONARIO: Ing. Elena Villacrés INSTITUCION: DNC INIAP
DIRECCION: Panamericana Sur Km 1 ATENCION: Ing Maria Belén Quelal
FECHA DE EMISION: 03/07/2015 FECHA DE RECEPCION.:  09/06/2015
FECHA DE ANALISIS: Del 10 al 20 de Junio del 2015 HORA DE RECEPCION:  15:17:00
ANALISIS SOLICITADO Proteina
ANALISIS | HUMEDAD | PROTEINA IDENTIFICACION

METODO | MO-LSAIA-01.01| MO-LSAIA-01.04

METODO REF. |U. FLORIDA 1870] U. FLORIDA 1570
UNIDAD % %
16-0710 203 62681 Solubilidad de la proteina hidrolizada

16-0711 2.00_ 61.45 Dispersibilidad de la proteina hidrolizada

Los ensayos marcados con () se reportan en base seca.
OBSERVACIONES: Muestra entregada por el cliente

[LABORATORIO | SAIA|

‘”ACE%/ | LN.LA.P
DffArmando Rilbio Dr. Ivah Samaniego] MSc

EST.EXP, SANTA (A4t & .
RESPONSABLE DE CALIDAD S —— RESPONSABLE TECNICO

Este documento no puede ser reproducido i total ni parcialmente sin 1a aprobacion escrita del laboratorio

Los resutados arriba indicados solo estan relacionados con el objeto de ensayo
NOTA DE DESCARGO: La informacion contenida en este informe de ensayo s de cardcter confidencal, esta dingido unicamente al destinatario de la misma y solo podra ser usada por este. Si ef lector d este
cotreo elecironico o fax no es ¢l destinatario del mismo, se le notifica que cualquier copa 0 distribucion de este se encuentra totalmente prohibide 51 usted ha recibido este mforme de ensayo por errar, por favor

notifique inmediatamente al remitente por este mismo medio y alimine la informacion
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ANEXO 32

Perfil de aminoécidos en el hidrolizado proteico de quinua.

Analytical
Laboratories

Testing & Consulting WWW.UBA-LAB.COM

DATOS DEL CLIENTE
Nombre NAZATE FRAGA KARINA FERNANDA
Direccion Ibarra , barmio la Victoria, calle: Av. Aurelio Espinosa 4-39 y Jorge Guzman Rueda
Teléfono 09-93790654
Contacto Srta. Karina Nazarte Fraga
DATOS DE LA MUESTRA
| Tipo de muestra Proteina Hidrolizada de Quinoa Cantidad Aprox. 300 g
No. de muestras 1(n=1) Lote N/A
Presentacion Funda plastica transparente Fecha de recepcién 24 de Junio del 2015
Toma de muestra Realizado por el Cliente Fecha toma de muestra N.A.
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperatura (°C) | 25.8 Humedad (%) | 2.00
Fecha de Inicio de Analisis 26 de Junio del 2015
Fecha de Finalizacion del anéalisis 27 de Junio del 2015
RESULTADOS
PERFIL DE AMINOACIDOS
CODIGO CODIGO ¥ Limite
CLIENTE UBA PARAMETROS METODO RESULTADOS Unidad Deteccién
Acido Apartico 6.27
Cistina *
Acido Glutamico 12.75
Serina 5.45
Histidina 4.28
Treonina 3.863
Proteina Triptotario *
Hidrolizada | UBA-9820-1 |Cii@ | Burbach. Rudolph e gAAI100g| 2.00 ppb
de Quinua Arginina 7.25
Alanina 4.23
Tirosina 2.85
Valina 3.93
Metionina 1.82
Fenilanina 3.85
Isoleucina 3.45
Leucina 6.26
Lisina 4.25
Proteina verdadera (%) 73.41
(Observaciones:
1. Los resultados emitidos en este informe. corresponden Gni te a la(s) mu s) recibidas por el laboratorio. No siendo
extensivo a cualquier lote,
2. Este reporte no debe ser reproducido parcial o totalmente. excepto con la aprobacién escrita por parte del laboratorio.
3. Nomenclatura: N.E. = No Estimado; N.A. = No aplica; AA = Aqminoafcidos.

FOR ADM. 04 RO1 e Z,\ Z ?i Pigina 1 de 1
/ /“ )
( / e
W?&ntoya V., M. Sc.
Gefrente General & Técnico

Av. Carlos L. Plaza Danin, Cdla. La FAE, Mz 20 Solar 12 (Frente al primer bloque de la Atarazana)
PBX: 2288578, 2397185, 2287195 Cel.: 0984780671

e.mail: nmontoya@uba-lab.com
nmontoya@dgmail.com
Guayaquil-ECUADOR
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ANEXO 33

Composicion quimica del hidrolizado proteico de quinua.

Analytical
Laboratories

Testing & Consulting WWW.UBA-LAB.COM

DATOS DEL CLIENTE
Nombre NAZATE FRAGA KARINA FERNANDA
Direccién Ibarra , barrio la Victoria, calle: Av. Aurelio Espinosa 4-39 y Jorge Guzman Rueda
Teléfono 09-93790654
Contacto Srta. Karina Nazarte Fra
DATOS DE LA MUESTRA
Tipo de muestra Proteina Hidrolizada de Cantidad Aprox. 300 g
No. de muestras 1 Lote N/A
Presentacion Funda plastica Fecha de recepcion 24 de Junio del 2015
Toma de muestra Realizado por el Cliente Fecha toma de muestra
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperatura (“C) [ 25.8 Humedad (%) | 2.00
Fecha de Inicio de Analisis 26 de Junio de! 2015
Fecha de Finalizacion del analisis 27 de Junio del 2015
RESULTADOS
COMPOSICION QUIMICA
SenE | %00 PARAMETROS METODO RESULTADOS Unidad
Extracteo Etéreo AOAC 920.85 0,02
- Fibra Cruda AQAC 962.09 0,015 o/1005
roteina |
Hidroltzada UBA-9829-3 [POE-UBA-03 Basado en : la
e Quinua ; determinacion gravimétrica
Conkeas del residuo AOAC 17th 0,40
942.05
| POE-UB-01 Basado en :
Proteina verdadera AOAC 17th 984,13 (N. 73.41
Kjeldahl x 6,25)
Observaciones:
1. Los resultados emitidos en este informe. corresponden Gnicamente a la(s) muestra(s) recibidas por el laboratorio. No siendo
extensivo a cualquier lote.
2. Este reporte no debe ser reproducido parcial o totaimente. excepto con la aprobacion escrita por parte del laboratorio.
3. Nomenclatura: N.E. = No Estimado; N.A. = No aplica; AA = Aminoacidos.

FOR ADM. 04 RO1 Pagina 1de 1

= />
‘M&on\il{ont@'a V., M. Sc.

\ Gerente General & Técnico

Av. Carlos L. Plaza Danin, Cdla. La FAE, Mz 20 Solar 12 (Frente al primer bloque de la Atarazana)
PBX: 2288578, 2397185, 2287195 Cel.: 0984780671

e.mail: nmontoyaiauba-lab.com
nmontoyaagmail.com
Guayaquil-ECUADOR
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ANEXO 34

Composicion quimica del residuo hidrolizado

-~ e o, -~
.,  UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
2 UNIVERSIDAD ACREDITADA RESOLUCION 002 - CONEA ~ 2010 - 129 - DC,
] Resolucion No. 001 - 073 - CEAACES - 2013 - 13
il FICAYA
Binnn. eco¥ Laboratorio de Andlisis Fisicos, Quimicos y Microbioldgicos

Informe N2: 056-2016

Andlisis solicitado por: Srta, Karina Nazate

Empresa: Particular

|Muestreado: Propietario

Fecha de recepcién: 26 de abril de 2016

Fecha de entrega informe: |04 de mayo de 2016

Ciudad: Ibarra

Provincia: Imbabura

No. de Lote No aplica

No. Unidades Analizadas 1

i@ Muestra Codificacién o # de Lote
1 Residuo del hidrolizado de Noaplica
quinua
Metodo de
Pardmetro Analizado Unidad Resultado
Contenido de Humedad % 9,26 AOAC925.10
Cenizas % 1,21 AQAC 92303
Proteina Total % 26,37 AOAC920.87
|Extracto etéreo % 0,12 AOAC 920.85
[Lbra Bruta % 0,30 AOAC978.10
Losr ftad btenidos pert H para las as lizerd
Atentamente:

Bioq.

Av 17 de Jubo S-21 y José Maria
Cordova Barrio El Ofwvo
Teléfono (06)2097800

Visién Institucional
La Universidad Técnica del Norte en el afio 2020, sera un referente en ciencia tecnalogia
@ innovacion en el pais. con estandares de excelencia institucionales

Fax Ext 7711

Email utn@utn edu ec
www utn edu ec
Ibarra - Ecuador

161



ANEXO 35

Fotografias del aislado proteico por precipitacion isoeléctrica

suspension acuosa harina/ agua Solubilizacion alcalina

Centrifugacion Precipitacion isoeléctrica

Centrifugacion Liofilizacion
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Aislado proteico por precipitacion isoeléctrica

Fotografias del aislado proteico por via enzimatica

suspension acuosa harina/ agua Hidrolisis

Degradacion del almidon
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Centrifugacion

Liofilizacion

Fotografias del hidrolizado proteico

suspension acuosa aislado/ agua

Hidrolisis
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Medicion del indice de refraccion

Centrifugacion

——— ——y

j -

Liofilizacién
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