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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar las condiciones oOptimas de
extraccion de proteinas de semillas de pajuro (Erythrina edulis Triana). La optimizacion fue
llevada a cabo en tres etapas. La primera etapa consistid en realizar el screening
considerando seis factores (tiempo, velocidad de agitacion, temperatura, relacion materia
prima/solvente (MP/S), pH y concentracion de NaCl) mediante un disefio fraccionado 22
(k=6) con el objetivo de evaluar los efectos de los mismos sobre la extraccion de proteina
expresada en g de proteina soluble/g de proteina total. Siendo tres los factores significativos:
tiempo, temperatura y relacién MP/S. La segunda etapa consistio en optimizar la extraccion
proteica mediante el uso de un disefio Box-Behnken por el cual se gener6 un modelo de
segundo orden con un coeficiente de determinacion R?=0.9976. Las condiciones optimas
obtenidas para la relacion MP/S, temperatura y tiempo fueron 1/49 g/mL, 23 °C y 16 min,
respectivamente. En la tercera etapa se validé el modelo obtenido con la Metodologia de
Superficie de Respuesta (MSR). El porcentaje de recuperacion de proteina soluble fue de
92.70 por ciento no mostrando diferencias significativas respecto al valor teérico (92.87),
asi mismo el rendimiento proteico del proceso fue 12.22 por ciento. Finalmente, se realizaron
pruebas de caracterizacion tecno-funcional al aislado proteico obtenido, cuyos resultados
fueron: capacidad de formacion de espuma, 103.33 por ciento a pH 8; estabilidad méaxima
de espuma, 60.88 por ciento a pH 6; capacidad de retencion de agua, 3.53 g H>O/qg aislado a
pH 8; solubilidad maxima, 43.64 por ciento a pH 8; capacidad de absorcion de aceite, 2.4
aceite/g aislado; capacidad de emulsificacion, de 68.67 por ciento; estabilidad de
emulsificacion, 91.30 por ciento e indice de blancura, 75.35 por ciento. Las condiciones de
optimizacion obtenidas fueron favorables obteniéndose un aislado proteico con 92.45 por

ciento de pureza.

Palabras clave: Pajuro, proteina, optimizacion, extraccion, rendimiento, MSR.



ABSTRACT

The objective of the present research was to evaluate the optimal conditions for the extraction
of proteins from pajuro seeds (Erythrina edulis Triana). The optimization was carried out in
three phases. The first phase was to screen six factors (time, agitation speed, temperature,
flour/solvent ratio (MP/S), pH and NaCl concentration) using a 2% fractional design (k=6)
with aimed of evaluating their effects on protein extraction expressed in g soluble protein/g
total protein. Being three the significant factors: time, temperature and MP/S ratio. The
second phase consisted of optimizing protein extraction by using Box-Behnken design was
applied which was generated by a second order model with a coefficient of determination
R?=0.9976. The optimal conditions obtained for the MP/S ratio, temperature and time were
1/49 g/mL, 23 °C and 16 min, respectively. In the third phase, the model obtained with the
Response Surface Methodology (MSR) was validated. The percentage of soluble protein
recovery was 92.70, showing no significant differences with respect to the theoretical value
(92.87), likewise, the protein yield of the process was 12.22 percent. Finally, characterization
tests were carried out on the protein isolate obtained, whose results were: foaming capacity,
103.33 percent at pH 8; maximum foam stability, 60.88 percent at pH 6; water holding
capacity, 3.53 g H20O/g isolate at pH 8; maximum solubility, 43.64 percent at pH 8; oil
absorption capacity, 2.4 g oil/g isolate; emulsification capacity, 68.67 percent;
emulsification stability, 91.30 percent and whiteness index, 75.35 percent. The optimization

conditions obtained were favorable, obtaining a protein isolate with 92.45 percent purity.

Keywords: Pajuro, protein, optimization, extraction, yield, MSR



I. INTRODUCCION

Durante los altimos afios conceptos como seguridad alimentaria, sostenibilidad ambiental y
alimentacion saludable han pasado a ser temas de importancia para la humanidad, y es que
la poblacion mundial ha crecido a un ritmo preocupante desde principios del presente siglo
y se pronostica que la demanda de proteinas animales se cuadriplicara para el afio 2050 lo
que plantea preocupaciones sobre la gestion de alimentos y el desarrollo sostenible (FAO,
2017; Bessada et al., 2019; Ahmed et al., 2021; Delgado-Soriano et al., 2022).

Por otro lado, las alternativas de origen vegetal estdn cobrando impulso a tal punto que
actualmente cubren dos tercios de todas las proteinas dietéticas del planeta, debido a la
tendencia de los consumidores a reducir o evitar el consumo de productos de origen animal
en sus dietas por motivos medioambientales, éticos y/o de salud; siendo las legumbres una
buena alternativa debido a su contenido de proteinas y otros nutrientes (Delgado-Soriano et
al., 2020; Adeva-Andany et al., 2022; Baune et al., 2022).

Las semillas de pajuro (Erythrina edulis Triana), representan, por lo tanto, una alternativa
de consumo dado su alto contenido proteico (20 por ciento) y la presencia de aminoacidos
esenciales (Delgado, 2018; Palma-Albino et al., 2021). Sin embargo, aunque estas semillas
pueden ser una fuente alimenticia importante, su consumo y comercializacion se ve limitada
por el desconocimiento de su existencia, siendo conocido en su mayoria por lugarefios

cercanos a la zona de cultivo (Escamilo, 2012).

En la literatura es posible encontrar resultados de investigaciones respecto a la extraccion
alcalina de proteinas de semillas de pajuro (Orihuela, 2017; Arango et al., 2012) obtencion
de péptidos bioactivos (Guerra-Almonacid et al., 2019; Palma-Albino et al., 2021),
hidrolizadoproteicos (Villafuerte et al., 2019) y evaluacion de la calidad proteica in vivo
(Pérez, 1979; Delgado-Soriano et al., 2022). Sin embargo, no existe evidencia cientifica

sobre la optimizacidn de los factores, parametros idéneos y exclusivos para la extraccion de



proteinas de pajuro y de su caracterizacion tecno-funcional proteica que pueda dar indicios
de su campo de aplicacion.

Por todo lo antes mencionado, el objetivo principal de la presente investigacion fue:

e Optimizar el proceso de extraccion de proteinas de semillas de pajuro (Erythrina edulis

Triana).

Asi también, los objetivos secundarios o especificos fueron:

e Determinar la composicion quimico proximal de la harina de semillas de pajuro.
o Determinar las propiedades tecno-funcionales del aislado proteico resultante.

e Determinar el indice de blancura de la harina y aislado proteico resultante.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. PAJURO

El pajuro (Erythrina edulis Triana) es una planta de naturaleza lefiosa con presencia de
vainas tal y como lo muestra la Figura 1; pertenece taxonémicamente a la familia Fabaceae
(Escamilo, 2012; GBIF (Global Biodiversity Information Facility) Backbone Taxonomy,
2022). Entre las diferentes especies de esta planta la Erythrina edulis Triana es la Unica

especie comestible (Delgado-Soriano et al., 2022; Velasquez et al., 2019).

En Perd recibe el nombre de basul, pajuro, antiporoto, pashuro, pashigua, poroto, anteporoto,
y pisonay; en Venezuela es conocido como: frijol mompas bald, y bucaré; en Ecuador recibe
el nombre de guato, sachaporoto, zapote de cerro, frijol de monte, pashullo, poroto y porotén;
en Colombia como balu, baluy, chaporuto, sachafruto y en Bolivia se le dice sachahabas
(Acero, 2002).

Figura 1: Vainas de Pajuro (A); Arbol (B)
FUENTE: GBFI Backbone Taxonomy (2022)

Aunque antiguamente el pajuro era muy consumido, en las Gltimas décadas ha sido
considerado un cultivo subutilizado (término que hace referencia a aquellos cultivos con
poca comercializacion y consumo, con importancia en el pasado, pero que en la actualidad



no tienen el mismo impacto), debido a que el conocimiento sobre el mismo (presente en la
poblacion de antafio) se ha ido perdiendo y como consecuencia la poblacién actual carece
de informacién para poder darle un adecuado uso (Escamilo, 2012; Pastor et al., 2006). La

Figura 2 presenta las semillas de pajuro.

Figura 2: Semillas de pajuro

FUENTE: Delgado-Soriano et al. (2022)

2.1.1. CLASIFICACION BOTANICA

Segun el GBFI Backbone Taxonomy (2022) el pajuro presenta la siguiente clasificacion
boténica:

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Erythrina L.

Especie: Erythrina edulis, Triana

Nombre comun: “Pajuro”, “Poroto”, “Chachafruto”.



2.1.2. DISTRIBUCION

Es una especie originaria de la zona subandina encontrado usualmente cerca a los cafetales,
es originario de Sudamérica y parte de Centroamérica tal y como lo muestra la Figura 3,
comprendiendo los siguientes paises: Colombia, Ecuador, Perd y Panama a una altura
comprendida entre los 1500 a 1700 m.s.n.m. (GBFI Backbone Taxonomy, 2022; Tapia y
Fries, 2007; Velasquez et al., 2019).

Costa Cavran iR Naracaib 7
Rica

Panama didais Ver

B

Colombia

Tcuade

Peru

Figura 3: Distribucion geografica de Erythrina edulis Triana en Sudamérica

FUENTE: GBFI Backbone Taxonomy (2022)

En el Perd se han encontrado restos sembrados por los Incas en las zonas andinas, asi mismo
se ha reportado su cultivo en los departamentos de Amazonas, San Martin, Cajamarca, La

Libertad, Ancash, Huanuco, Junin, Pasco, Apurimac, Ayacucho y Cuzco, tal y como lo



muestra la Figura 4; sin embargo, en muchos de los departamentos mencionados tanto su
consumo Y cultivo han disminuido debido a la pérdida de conocimiento sobre este arbol
(Aredo et al., 2017; GBFI Backbone Taxonomy, 2022; MINAGRI, 2010; Velasquez et al.,
2019).

Figura 4: Distribucion geogréfica de Erythrina edulis Triana en el Peru
FUENTE: GBIF Backbone Taxonomy (2022)

2.1.3. CONSUMO Y USOS

Barrera y Mejia (1998) mencionan que existe evidencia de preparaciones con pajuro
(semilla) en Cauca (Colombia) por parte de la poblacién adulta-anciana en platos como
pajuro sancochado con sal, sopa y arepas, afiaden que, la poblacion joven por lo general
desconoce de la preparacion de platos en base a pajuro. En Peru se ha reportado el consumo
de pajuro (semilla) entre las zonas de Huamachuco y Cajamarca en entradas (solterito,

ensaladas con palta, ensaladas con brocoli y zanahoria), sopas (sopa con pajuro licuado, sopa



de pajuro con hierbas, crema de pajuro acompariado de pan tostado), platos de fondo (pajuro
guisado con arroz, torreja de pajuro, croquetas de pajuro con carne molida, puré de pajuro),
platos dulces (mazamorra de pajuro endulzado con chancaca, dulce de pajuro) y bebidas

(refresco de pajuro y chicha de pajuro) (Escamilo, 2012).

Entre otros usos reportados se encuentran los siguientes: en la medicina tradicional, al tratar
diversas afecciones, tales como: quemaduras del arco, hemorroides, abscesos, ulceras, sifilis,
diarrea, hepatitis, gonorrea, lepra, dermatitis, migrafa, infecciones urinarias, respiratorias,
de ojos, piel y garganta; finalmente se ha reportado su uso como fuente de proteinas para los
animales, aprovisionador de nitrogeno al suelo, barreras cortavientos y fuente de lefia a partir
del tronco de la planta (Delgado-Soriano et al., 2022; Padilla, 1995; Velasquez et al., 2019).

2.14. SEMILLA

a. COMPOSICION QUIMICO PROXIMAL

Las semillas de pajuro destacan principalmente por su bajo contenido en grasas y su notable

contenido de proteinas, tal y como se aprecia en la Tabla 1.

Tabla 1: Composicion quimico proximal de las semillas? y harina de pajuro®

Componente (%) Semillat Harina®
Proteina cruda 21.10+0.12 21.7+0.04
Fibra 2.86+0.03 -
Ceniza 4.91+0.19 2.69+0.03
Grasa 0.54+0.02 3.01+0.01
Carbohidratos 70.59+0.20 72.60+0.03

L Expresado como el promedio + desviacion estandar (DS)

FUENTE: Delgado-Soriano et al. (2022) y Silva et al. (2015)°

Otros autores destacan el valor proteico del pajuro y reportan valores que oscilan entre 18.30
a 24.2 por ciento (Delgado, 2018., 2013; Silva et al., 2015).



2.2. EXTRACCION DE PROTEINAS

Existen numerosos métodos de extraccion que tienen como objetivo separar la proteina de
otras sustancias que no son de interés y para llevarlo a cabo se hace uso de principios fisico-
quimicos tales como el pH de solubilizacién, el tamafio de particula (ultrafiltracion), la

afinidad hacia ciertas enzimas, entre otros (Castel, 2010).

Dependiendo de la pureza de la proteina extraida estas pueden denominarse concentrados o
aislados; un aislado proteico es definido como aquel material caracterizado por contener
entre 90-95 por ciento de proteinas; mientras que un concentrado de 25-89 por ciento
(Poveda, 2013). Para llegar al contenido proteico requerido como minimo, se suele eliminar
de los concentrados proteicos los polisacaridos, los oligosacaridos residuales y algunas otras
sustancias ajenas a las proteinas usualmente mediante el uso de solventes a fines a los
mismos con poca afinidad a la proteina (Fennema et al., 2010). Los aislados proteicos
provenientes de leguminosas aun pueden contener ciertos compuestos de bajo peso
molecular como saponinas, fosfolipidos, isoflavonas y algunos glucésidos (Badui, 2013);
por esa razon se recomienda que para que sean incorporados como ingredientes en la
alimentacion humana los aislados proteinicos deben de contener una baja presencia de
compuesto antinutricionales, fibra cruda, alto valor bioldgico, digestibilidad y una
composicion balanceada de aminoécidos (Bonino et al., 2016; Delgado, 2018).

2.2.1. METODO ALCALINO CON PRECIPITACION ISOELECTRICA

a. PRIMERA ETAPA

La extraccion por este metodo tiene como primera etapa solubilizar las proteinas en medio
alcalino a fin de favorecer su separacion del resto de compuestos no solubles como es el caso
de los glucidos insolubles, posteriormente la proteina solubilizada es separada por
centrifugacion siendo la fraccién inferior de consistencia pastosa la que se desecha
(Hadnadjev et al., 2017). Badui (2013) menciona que los factores que intervienen en esta

etapa son: proporcion entre solvente, temperatura, tiempo, y el pH del medio.



b. SEGUNDA ETAPA

El extracto obtenido en la etapa anterior se acidifica a pH isoeléctrico, esta accion permite
que la mayor parte de la proteina precipite y se separe del suero por centrifugacion, como
operacion posterior la proteina purificada es lavada y neutralizada con NaOH para su
resolubilizacion (Badui, 2013). Una alternativa a la precipitacion isoeléctrica es la
separacion por ultrafiltracion en la cual las moléculas solubles no proteicas de bajo peso
molecular atraviesan la membranay constituyen el permeado, mientras que las proteinas son
retenidas; el principal beneficio de esta técnica es que permite recuperar no solo las proteinas
insolubles en el punto isoeléctrico sino también las solubles y preservar de mejor forma las

propiedades tecno-funcionales de las mismas (Hadnadjev et al., 2017).

Para obtener aislados proteicos en forma de polvo, se debe eliminar la mayor cantidad de
agua posible siendo la liofilizacion y la atomizacién alternativas de secado (Brefia, 2018;
Bonino, et al., 2016).

2.3. FACTORES QUE AFECTAN LA EXTRACCION PROTEICA

2.3.1. TEMPERATURA

El incremento de temperatura durante la extraccién puede mejorar las propiedades de
solubilidad, emulsién y espuma, sin embargo, en muchos casos dicho incremento puede
dificultar la extraccion e incluso desnaturalizar la proteina si la temperatura es demasiada
alta (>70 °C) (Badui, 2013; Preece et al., 2017). En procesos de extraccion de proteina
vegetal se reportan valores 6ptimos de extraccion en el rango de 21-50 °C (Mera, 2018;
Mercado et al., 2015; Molina, 2018) lo cual sugiere un comportamiento variado por parte de

la proteina proveniente de diferentes fuentes.

2.3.2. TIEMPO

Los tiempos de extraccion proteica son variables y ejercen impacto en la cantidad de proteina

extraida debido a que una mayor magnitud del mismo favorece una mayor difusion de la



proteina al solvente (Geankoplis, 2018). Generalmente se suele buscar el tiempo en el cual
se pueda extraer la maxima cantidad de proteinas al menor costo posible (Badui, 2013).

2.3.3. pH

Es uno de los factores més importantes pues de este depende la solubilizacion y
precipitacion; cada proteina es diferente y presenta pH de solubilidad y precipitacion
diferentes, sin embargo, para el caso de los vegetales los valores de solubilizacion oscilan
entre pH alcalinos mientras que los de precipitacion en pH &cidos (Fennema et al., 2010). El
tratamiento alcalino en proteinas vegetales busca no solo solubilizar las proteinas sino
también aumentar el potencial tecnolégico y mejorar las propiedades tecno-funcionales
(Badui, 2013).

Si el pH es demasiado elevado puede ser negativo y se pueden generar impactos negativos
como la hidrolisis de las proteinas, racemizacion de aminoécidos, formacion de compuestos
toxicos como la lisinoalanina, pérdida de aminoacidos esenciales y disminucion del valor
nutritivo (Luna, 2019).

2.3.4. CONCENTRACION DE SAL

Son dos los efectos que pueden ejercer las sales al estar en contacto con las proteinas:
producir interacciones electroestaticas con los residuos de aminoacidos cargados los cuales
pueden tener un efecto positivo aumentando la solubilidad de las proteinas siempre y cuando
la concentracion sea baja, este efecto es denominado “salting in” y depende del tipo de sal y
la naturaleza de la proteina; como segundo efecto se encuentra el efecto “salting out” que
causa la precipitacion de las proteinas del medio cuando la concentracion de sal es alta
(Fennema et al., 2010).

2.3.5. TAMANO DE PARTICULA

Cuando el tamafio de particula disminuye el area de contacto incrementa y se convierte en

un factor favorable de extraccion, sin embargo, se tiene que considerar que un tamafo
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excesivamente pequefio puede causar el apelmazamiento de los sélidos dificultando la
extraccion (Ramirez et al., 2016; Sari et al., 2015).

2.3.6. VELOCIDAD DE AGITACION

La velocidad de agitacion tiene efecto en procesos de extraccion, si esta incrementa, el
coeficiente de materia en la interfase solido-liquido también lo hara ocasionando una mayor
transferencia de masa y mejores resultados de extraccion; asi mismo esta operacion evita la
sedimentacion y conglomeracién de las particulas sélidas presentes (Ramirez et al., 2016;
Vegaet al., 2017).

2.3.7. RELACION MATERIA PRIMA - SOLVENTE

La cantidad de solvente debe ser aquella que permita la solubilizacion de todas las proteinas
presentes de tal forma que se evite la saturacidn, una correcta relacion propiciara una
transferencia de masa adecuada mejorando el rendimiento de extraccion, asi mismo se debe
considerar también que este factor no sigue un comportamiento lineal (Badui, 2013;
Fennema et al., 2010).

2.3.8. TIPO DE SOLVENTE

Usualmente el solvente méas usado en extraccion proteica es el agua con adicion de NaOH
para llegar a pH alcalino, entre sus beneficios se encuentran que a comparacion de los
alcoholes no es inflamable, explosivo o toxico, sin embargo, existe la desventaja de que el
alcali restante necesita ser lavado completamente del producto final, lo que lleva a la
generacion de una gran cantidad de aguas residuales por ello se esta en busqueda de solventes
menos contaminantes (Tan et al., 2011). Otros tipos de solventes son: tris HCI, etanol, fenol,
acido acético, acido glacial acético y acetato de amonio (Martinez et al., 2013).

La Tabla 2 presenta condiciones 6ptimas de extraccidn para proteinas de diferentes fuentes
vegetales. Los rendimientos de extraccién dependen de las condiciones de extraccion, y
Ilegar a la condicion Optima es el objetivo buscado por diferentes investigadores, solo para

el caso puntual de la harina de sacha inchi se us6 una solucién de 1.65 M de NaCl.



Tabla 2: Condiciones de extraccion que maximizan la extraccion de proteina en diferentes fuentes vegetales

Extraccion Precipitacion  Recuperacion
Tamafo Velocidad de proteina
Materia prima pH Temperatura Tiempo de Relacion de pH Soluble (S)
(°C) (min) particula ~ MP/S agitacion Proceso (P)
(Hm) (RPM) %
Pajuro @ 9 60 90 - 1/10 - 45 14.73 (P)
Pajuro @ - - 60 - 1/40 - - 62.00 (S)
Caiiihua © 11 21 5 <500 1/37 200 - 88.15 (S)
Sacha Inchi @ 9.5 54 15 <500 1/42 250 - 30.23 (P)
Tarwi © 10.5 50 60 <300 1/25 - 4.6 57.80 (P)
Quinua blanca © 9 50 60 <250 1/10 - 5 89.88 (S)
Quinua Roja ™ 8 50 60 <250 1/10 - 3 83.62 (S)
Arveja ® 8 - 60 - 1/10 400 6 -
Lenteja © 8 23 60 - 1/9 - 4.2 14.50 (P)
Soya 19 10.2 Ambiente 30 850 1/9 200 - -
Garbanzo V) 115 60 - 1/10 - 4.5 -
Mani 2 8.5 45 40 - 1/7 - - 85.29 (S)
Pallar 8 Ambiente 60 - 1/10 - 6 32.58 (P)
Haba 4 9 50 60 200 1/10 - 4.5 13.00 (P)
Frijol mungo @ 8.97 31.74 33.24 - 1/10 - 4.4 77.60 (S)

FUENTE: (1) Orihuela (2017); (2) Arango et al. (2012); (3) Mera (2018); (4) Aquino (2015); (5) Brefia (2018); (6) (7) Molina (2018); (8) Vallejos (2018); (9) Jarpa-
Parra et al. (2014); (10) Yongjae et al. (2015); (11) Yu-Wei et al. (2015); (12) Ismail et al. (1991); (13) Tello (2018); (14) Flores et al. (2016); (15) Wang et al. (2011).



2.4. PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS

Las caracteristicas tecno-funcionales de las proteinas dependen de las propiedades fisicas y
quimicas que se afectan durante el procesamiento, almacenamiento, preparacion y consumo
del alimento; estas propiedades son una manifestacion de dos aspectos moleculares de las
proteinas: propiedades hidrodindmicas y propiedades relacionadas con la superficie (Badui,
2013).

2.4.1. SOLUBILIDAD

Definida como la manifestacion termodindmica del equilibrio entre las interacciones de
proteina-proteina y proteina-disolvente (Fennema et al., 2010). La solubilidad es uno de los
atributos méas importantes de las proteinas porque tiene impacto directo en las demas
propiedades tecno-funcionales y esta influenciada por el pH, fuerza i6nica y naturaleza del
solvente. (Badui, 2013; Chaquilla et al., 2017).

Badui (2013) menciona que las proteinas pueden clasificarse por su solubilidad de la

siguiente forma:

e Albuminas: Soluble en agua a pH 6.6 (albimina sérica, ovoalbiminay a-lactoalbumina).

e Globulinas: Soluble en soluciones salinas diluidas a pH 7.0 (glicinina, faseolina y f-
lactoglobulina).

e Glutelinas: Soluble en soluciones &cidas a pH 2 y alcalinas a pH 12 (glutelinas de trigo).

¢ Prolaminas: Solubles en etanol al 70 por ciento (zeina, gluten de maiz y las gliadinas del
trigo).

2.4.2. CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE (CAA)

Esta propiedad esta ligada principalmente al entrampamiento fisico de los lipidos por parte
de la proteina y es ampliamente apreciada en sustitutos de carne porque mejora la retencion

del sabor y como consecuencia la sensacion en la boca se hace mas agradable (Klupsaite et
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al., 2015). La CAA esta relacionada con la union de cadenas laterales apolares de la proteina

presente con las cadenas hidrocarbonadas del aceite (Schoeneberger et al., 2015).

2.4.3. CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA)

Caracterizada por determinar la capacidad de la proteina de atrapar las moléculas de agua y
retenerlas (Atalah y Araya, 2011). Dicha capacidad depende de factores intrinsecos (tipo de
polimero, peso molecular, linealidad entre otros) y extrinsecos (pH, fuerza ionica,

temperatura, presencia de ciertos cationes, etc.) (Badui, 2013).

2.4.4. CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA (CFE) Y ESTABILIDAD (EES)

La CFE en una proteina es definida como el area interfacial que puede ser creada por la
espuma, se puede expresar de diversos modos como volumen de gas incorporado, porcentaje
relativo al volumen inicial de liquido, entre otros (Badui, 2013). Asi mismo, la EES es la
capacidad de estabilizarla frente a esfuerzos mecanicos — gravitatorios y suele expresarse en
términos del tiempo necesario para que drene el 50 por ciento del liquido contenido o para
que el volumen de la espuma disminuya al 50 por ciento (Fennema et al., 2010).

2.45. CAPACIDAD EMULSIFICANTE (CE)

La capacidad emulsificante es el volumen (mL) de aceite que puede ser emulsificado por
gramo de proteina, es un ensayo en el que se afiade aceite paulatinamente y se reporta el
volumen adicionado antes de que ocurra la inversion de la fase, caracterizada por una

inversion de la emulsion de aceite en agua hacia agua en aceite (Badui, 2013).

Las propiedades de las emulsiones estabilizadas por las proteinas se ven afectadas por
diversos factores, unos intrinsecos (pH, la fuerza ionica, la temperatura, la presencia de
agentes tensoactivos de bajo peso molecular y azlcares, el volumen de la fase oleosa, el tipo
de proteina y el punto de fusion de la fase grasa usada) y otros extrinsecos (como el equipo,

el consumo de energia por unidad de tiempo y la velocidad de deformacién por cizalladura)
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2.5. DISENOS FACTORIALES FRACCIONADOS

Los disefios factoriales fraccionados son disefios experimentales que permiten reducir el
numero de tratamientos que usualmente se realizaria en los disefios factoriales completos,
los cuales suelen contener informacion en exceso (Gutiérrez, 2012). Ejemplificando, si fuese
el caso de tener un disefio factorial completo 28 serian necesarios 256 ensayos, el niimero de
ensayos obtenidos sumado al hecho de realizar cada ensayo por duplicado o triplicado
conllevaria a que el nimero de corridas sea demasiado grande y en muchos casos demande

mayor tiempo, materiales y dinero (Montgomery, 2004).

La teoria de los disefios fraccionados se basa en la jerarquizacion: son mas importantes las
interacciones principales, seguidas por las interacciones dobles, triples, cuadruples v,
finalmente las de orden superior (Melo et al., 2020). No siempre todos los factores en un
experimento son significativos, por lo cual es necesario en muchos casos llevar a cabo una
pre-etapa de tamizado o exploracion que permita identificar los factores més significativos
y prestar especial atencion en las mismas (Gutiérrez, 2012). El éxito del disefio dependera
de su correcto uso, no es recomendable para experimentos en los cuales los factores son
pocos, puesto que puede conllevar a la pérdida de informacion relevante, asi mismo se

recomienda este disefio como apoyo y antelacion de otro mas robusto (Montgomery, 2004).

Fernandez (2020) menciona que es necesario considerar los siguientes puntos al usar disefios

fraccionados:

1. Dispersién de efectos: En un modelo con muchos factores es posible que solo

algunos de los efectos principales e interacciones de bajo orden sean significativos.

2. Proyeccion: Los disefios factoriales pueden proyectarse en disefios mas completos

en el subconjunto de factores significativos.

3. Experimentacion secuencial: Se puede combinar las corridas de 2 experimentos
factoriales fraccionados para estimar los efectos principales y las interacciones de

intereés.
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2.5.1. EFECTO

El efecto de un factor es el cambio observado en la variable respuesta debido a un cambio
de nivel en dicho factor, un efecto con interés primario en el experimento se considera
principal (Melo et al., 2020). En particular este tipo de efectos se da si los cambios en la
media del factor se deben a la accion individual de cada factor, asi mismo se considera efecto
de interaccion cuando el efecto de un factor depende del nivel en que se encuentra el otro
(Gutierrez, 2012; Montgomery, 2004).

La reduccion del namero de tratamientos en un disefio fraccionados tal y como lo muestra
la Figura 5 estd fundamentado en parte en la existencia de efectos alias en un experimento,
se considera un efecto alias a dos 0 mas efectos con nombres diferentes que comparte el
mismo contraste y como consecuencia determinan el mismo efecto (Gutiérrez, 2012).
Usualmente se busca que los efectos potencialmente importantes sean alias de efectos poco

importantes (Montgomery, 2004).

Fraceidn prindpal (f =ABC)

O Fracoidn complementana
(f=-ABC)

Figura 5: Representacion de los disefios fraccionados 23
FUENTE: Gutiérrez (2012)

Considerando que se tiene un disefio 23 entonces el nimero de efectos posibles a estimar
para la fraccion 1 o 2 tal y como lo muestra la Tabla 3 serian 6: A, B, C (interacciones
principales), AB, AC, y BC (interacciones dobles) ambos disefios fraccionados 1 y 2 son
validos y proporcionan la misma calidad de informacién sobre los efectos potencialmente

importantes (Gutiérrez, 2012). Es importante sefialar que no es posible determinar la
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interaccion triple ABC puesto que segln su jerarquia es el efecto menos importante y mas
sacrificable (Melo et al., 2020; Minitab, 2019).

Para determinar si dos efectos son alias en un disefio fraccionado ambos tienen que tener la
misma secuencia de signos en su columna respectiva (Gutiérrez, 2012). En la Tabla 3 el
efecto de A (columna) estd dado por + a — b — ¢ + abc mientras que el efecto BC (resultado
de multiplicar la columna B x C) esta dado por + a—b — ¢ + abc; como se observa ambos
efectos coinciden, son alias y al estimar el efecto de A se estaria estimando el efecto BC
(Montgomery, 2004).

Tabla 3: Dos posibles disefios fraccionados 231

Fraccion 1 Fraccion 2

(I= + ABC) (I= - ABC)
A B C A B C
1 -1 -1 a -1 -1 -1 1)
-1 1 -1 b 1 1 -1 ab
-1 -1 1 C 1 -1 1 ac
1 1 1 abc -1 1 1 bc

FUENTE: Gutiérrez (2012)

Para interpretar un efecto alias es necesario suponer que solo uno de los efectos es el
responsable del efecto observado y que los demés ejercen poco o nulo impacto, sin embargo
es riesgoso suponer que las interacciones dobles no afectan, es por ello que los disefios
fraccionados son recomendables para experimentos con muchos factores y que pueden
presuponer un costo alto, ademas en experimentos con elevado nimero de factores se suele
cumplir que solo unos pocos son responsables de la mayor parte de variaciones en la

respuesta (principio de Pareto) (Gutiérrez, 2012; Melo et al., 2020).

2.5.2. ORTOGONALIDAD

Una propiedad de un disefio fraccionado es la ortogonalidad la cual se cumple si los efectos
de cualquier factor se equilibran (suman cero) con los efectos de los otros factores (Melo et

al., 2020). Esta propiedad garantiza que el efecto de un factor o interaccion pueda estimarse
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de manera independiente del efecto de cualquier otro factor o interaccion presente en el
experimento (Minitab, 2019). Asi también, aumenta la eficiencia de los disefios
fraccionados, dando una mejor interpretacion de los pardmetros estimados en el modelo y

de la superficie de respuesta (Gutiérrez, 2012).

2.5.3. RESOLUCION

Indica que tan bien puede estudiarse los efectos potencialmente importantes en un
determinado disefio (Gutiérrez, 2012). La resolucion es también un indicador del grado de
confusiones que se presentan en la estimacion de efectos, usualmente una menor resolucion
indica que el grado de confusion es mayor y como consecuencia un efecto alias puede ser
originado por un mayor numero de efectos (Melo et al., 2020).

La resolucion de un efecto es representada con una letra en romano siendo mas usual las
resoluciones IlI, IV y V; una resolucion V indica que las interacciones principales y las
interacciones dobles se confunden con interacciones triples o de mayor orden; si la
resolucion es IV se confunden interacciones dobles entre si y si la resolucion es Il se

confunden interacciones principales con dobles y triples (Melo et al., 2020).

2.5.4. DISENOS FRACCIONADOS 2k

En la construccion de disefios fraccionados con dos niveles los valores que pueden tomar k
y p dependeran del nimero de factores en estudio que se tengan; cuando los valores de k son
moderadamente grandes se puede suponer que las interacciones como las de tercer, cuarto
orden y superior son poco significativos simplificando asi la estructura, asi mismo lo ideal
seria tener valores de p cercanos a O para obtener un mayor contraste y los efectos
sacrificables sean los menores posibles (Montgomery, 2004). En la Tabla 4 se muestran el
namero total de efectos en un disefio de dos niveles con k factores, se puede resaltar que el
namero de efectos ignorables es mayor en proporcién a los no ignorables a medida que el
valor de k aumenta, lo que se traduce en que a medida que se trabaje con un mayor nimero
de factores la informacion en exceso generada y que se podria no estimar es mayor
(Gutiérrez, 2012).
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En la practica un mayor nimero de factores significa un mayor nimero de corridas, por tal
motivo es frecuente que en las primeras etapas de una investigacion se establezca una
estrategia que permita reducir significativamente el nimero de tratamientos experimentales,
pero que al mismo tiempo evite la pérdida de informacion valiosa (Gutiérrez, 2012).
Generalmente disefios con un alto nimero de factores contienen exceso de informacién lo
cual supone una ventaja para poder establecer disefios fraccionados més faciles de trabajar
(Melo et al., 2020).

Tabla 4: Efectos en los disefios factoriales 2k

Disefio ok Total de  Efectos no Efectos
1SEno efectos  ignorables  Ignorables
22 3 3 0
28 7 6 1
2* 15 10 5
2° 31 15 16
26 63 21 42
27 127 28 99

FUENTE: Gutiérrez (2012)

a. FRACCIONES SATURADAS

Un disefio factorial fraccionado es saturado cuando el nimero total de grados de libertad del
experimento es igual al namero de factores que se estudian, como consecuencia estos disefios
tienen resolucion 111, ya que los efectos principales se confunden con las interacciones dobles
(Gutiérrez, 2012). El disefio 2" es un ejemplo de una fraccion saturada en la cual se supone
que los efectos principales son los causantes de la variacion de la variable respuesta

considerandose no importantes las interacciones dobles, triples, etc (Melo et al., 2020).

2.5.5. CONSIDERACIONES A TENER EN CUENTA EN DISENOS
FRACCIONADOS

A continuacion, se detalla algunas consideraciones mencionadas por Gutiérrez (2012) y

Montgomery (2004) que deben tenerse en cuenta al usar un disefio fraccionado.
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o Es necesario incluir en el experimento a cada factor que pueda tener una influencia
importante en la respuesta.

o Si el nimero de factores es grande (mas de 10) debe descartarse con un analisis usando
toda la informacion disponible, si a pesar de ello el nimero de factores sigue siendo
significativo como primera instancia se puede correr un disefio factorial fraccionado
saturado que permita detectar los factores con mayor influencia en la variable
respuesta y como segunda etapa un analisis mas exhaustivo de los factores resultantes.

o Se deben considerar todos los recursos que se emplearan en el experimento (material,
energia, tiempo hombre y tiempo maquina), buscandose que el costo sea el menor
posible, pero que a la vez se cumpla con los objetivos del experimento.

o Es recomendable plantear una estrategia por etapas en experimentos con demasiados
factores considerando que el primer experimento no seré definitivo.

o En el caso de que el nimero de factores sea pequefio (3) y no es facil decidir si un
efecto es significativo o no es recomendable correr una réplica adicional para
potenciar el experimento.

o Es necesario dar un tiempo adecuado a la etapa de planeacion del experimento para

evitar volver a experimentar.

2.6. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA (MSR)

La MSR es una estrategia analitica y experimental que permite al investigador inspeccionar
una respuesta y darle solucion al encontrar las condiciones 6ptimas del proceso desarrollado,
las condiciones 6ptimas pueden maximizar, minimizar o cumplir ciertas restricciones en la
variable respuesta, dando como resultado valores 6ptimos de las caracteristicas de calidad
del producto (Gutiéerrez, 2012; Martinez; 2019).

2.6.1. COMPONENTES DE LA MSR

La MSR involucra tres elementos: disefio, modelo y técnica de optimizacién: el disefio y el
modelo se planifican en paralelo, y dependen del comportamiento esperado en la respuesta.

El modelo puede ser de primer o segundo orden (Gutiérrez, 2012).



a. DISENO

Para optimizar un proceso es necesario llevar a cabo el disefio de experimentos, en especifico
aquellos que permitan ajustar un modelo de regresion lineal multiple (Melo et al., 2020).
Disefar implica determinar el experimento apropiado basado en el conocimiento actual
acerca de la posible ubicacion del punto 6ptimo y el modelo de regresion que se quiere
ajustar (Gutiérrez, 2012).

b. MODELO

Hace uso del analisis de regresion lineal maltiple (usualmente), junto con sus componentes
principales: coeficiente de determinacion, intervalos de confianza para predichos, modelo
ajustado, prueba de falta de ajuste, parametros del modelo, significancia del modelo y
residuos; el modelo es por lo tanto la ecuacion matematica que relaciona la variable de

respuesta con los factores estudiados en el disefio (Gutiérrez, 2012).

C. OPTIMIZACION

Constituido por algunos métodos matematicos que sirven para que, en base a un modelo
ajustado se pueda explorarlo con el objetivo de obtener informacion sobre el punto éptimo,
esta herramienta permite extraer la informacién sobre el punto 6ptimo que tiene el modelo
ajustado (Melo et al., 2020).

2.6.2. MODELOS EMPLEADOS EN LA MSR

La forma especifica que toma la superficie depende de los signos y magnitudes de los
coeficientes en el modelo, cuando los factores son superiores a dos, las graficas resultantes
se encontrarian en cuatro dimensiones 0 masy por lo tanto no se podrian graficarlas de forma
completa de una sola vez (Melo et al., 2020). La Figura 6 muestra que para factores k > 2 el
modelo de primer orden representa un hiperplano y el de segundo orden un hiperelipsoide.
No obstante, para k = 3 es factible graficar la superficie elaborando las tres graficas con dos

factores cada vez, con el tercero constante (Gutiérrez, 2012).
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Figura 6: Superficies de respuesta: a) descrita por un modelo de primer orden;

b), c) y d) descritas por modelos de segundo orden
FUENTE: Gutiérrez (2012)

Para caracterizar las superficies de respuesta se ajusta un modelo a los datos experimentales,
los modelos empleados en la MSR son principalmente polinomios y pueden expresarse en

forma de primer (Ecuacion 1) y segundo orden (Ecuacion 2) (Gutiérrez, 2012).

k
yBot ) Bxite
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Ecuacién 1: Modelo 1°" orden en la MSR

k k

k k
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Ecuacion 2: Modelo de 29 orden en la MSR
FUENTE: Gutiérrez (2012)
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2.6.3. ETAPAS DE OPTIMIZACION

a. SCREENING

La optimizacion de un proceso inicia con esta etapa cuando se tiene muchos factores (mas
de 6 u 8) que influyen en la variable de interés, por lo tanto, el screening se utiliza para
reducir un conjunto grande de factores (Gutiérrez, 2012). El objetivo es identificar aquellos
factores que tienen un efecto significativo sobre la variable respuesta y descartar aquellos

factores no significativos (Minitab, 2019).

b. ESCALAMIENTO

La técnica de escalamiento se aplica cuando, respecto a la valoracion inicial, se cree que se
estd lejos de la condicién Optima, por lo que serd necesario explorar una regién de
experimentacion inicial y a partir de ésta determinar una direccion en la cual experimentar
fuera de la region inicial (Melo et al., 2020). Asi, a partir del conocimiento previo que se
tiene del problema es preciso seleccionar los niveles de los factores para determinar la regién
de exploracién (Gutiérrez, 2012).

C. OPTIMIZACION FINAL

En el momento en que se detecta la presencia de curvatura, o bien, que la superficie es mas
complicada que un hiperplano, se corre o se completa un disefio de segundo orden para
caracterizar mejor la superficie y modelar la curvatura (Gutiérrez, 2012). Con el modelo
ajustado se determinan las condiciones dptimas de operacién del proceso, aunque en la
practica no se conoce donde se ubica el punto éptimo, la MSR es buena estrategia para llegar
a éste (Melo et al., 2020). Entre los disefios de segundo orden se encuentran el Disefio
Central Compuesto (DCC) y Box Behnken.
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2.6.4. DISENOS DE SEGUNDO ORDEN

a. DISENO CENTRAL COMPUESTO

Es el tipo de disefio mas utilizado en la etapa de busqueda de segundo orden debido a su
gran flexibilidad: se puede construir a partir de un disefio factorial completo 2% o fraccionado
2P agregando puntos sobre los ejes y al centro (Martinez, 2019). Gutiérrez (2012) menciona
que este disefio se compone de tres tipos de puntos:

e Una réplica de un disefio factorial en dos niveles, completo o fraccionado. A esta parte
del DCC se le llama porcion factorial 2.

e Numero de puntos o repeticiones al centro del disefio, con n > 1.

¢ Dos puntos sobre cada eje a una distancia a del origen. Estos puntos se llaman porcion

axial.

b. DISENO BOX BEHNKEN

Este disefio se forma al combinar un disefio 2% con los Ilamados disefios en bloques
incompletos balanceados (DBIB), es importante considerar que un disefio de bloques es
completo si en cada blogue se prueban todos los tratamientos y entonces sera incompleto si
en cada bloque se prueban sélo algunos tratamientos, y sera balanceado si en cada par de

tratamientos se efectla igual nimero de réplicas (Martinez, 2019).

El disefio Box Behnken se aplica cuando se tienen tres 0 mas factores, y suelen ser eficientes
en cuanto al nimero de corridas, es un disefio rotable o casi rotable que se distingue porque

no incluye como tratamientos a los vértices de la region experimental (Gutiérrez, 2012).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo se llevé a cabo en la Planta Piloto de Alimentos, Laboratorios de Anélisis
Fisicoquimico de Alimentos, Biotecnologia de Alimentos e Ingenieria de Alimentos
pertenecientes a la Facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria

la Molina.

3.2. MATERIAPRIMA

Se utiliz6 como materia prima semillas de pajuro provenientes del distrito de Jesus (latitud
7°14'S, longitud 78°23'0, 2564 m.s.n.m.) de la provincia de Cajamarca, departamento de

Cajamarca, Peru.

3.3. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

3.3.1. EQUIPOS

e Agitador magnético (HANNA, Modelo HI 200M).

e Agitador VORTEX (ARE).

e Balanza analitica (PESACON, Modelo HR250AZ).

¢ Balanza de humedad infrarroja (OHAUS MB35).

e Centrifuga digital (HETTICH, Modelo D-78522).

e Centrifuga digital (NEOFUGE 18R).

e Colorimetro (KONICA MINOLTA, Modelo CR400).

e Equipo para bafio Maria con agitacion (GLF, Modelo 1083).



e Espectrofotémetro (THERMO SCIENTIFIC, Modelo Genesys 20).
e Estufa (BINDER) Hornilla eléctrica (ILKO).

e Licuadora (OSTER BLENDER).

o Liofilizador (MILLROCK, Modelo ST53B4).

e Molino de rotor (RETSCH SR300).

e Mufla (SM).

e Potenciometro (HANNA, Modelo HI 2211).

¢ Robot-coupe (CL50 ULTRA).

e Secador de Bandejas (RETER, Modelo DRR-200).

3.3.2. MATERIALES

Probetas 50, 100, 250 mL.
e Pipetas 1mL, 10 mL.

e Fiolas 10, 50, 150 mL.

e Bagueta.

e Erlemeyer 50 mL, 100 mL.
e Placas Petri.

e Beakers 50, 100, 250 mL.
e Embudo Biichner.

e Crisol de porcelana.

e Papel filtro Whatman N°1.
e Micropipetas (0.1-5 mL).
e Tubos falcon conicos.

e Tamiz nimero 35 (500 pum).

3.3.3. REACTIVOS

Etanol 96 °, BIOGENICS.

Albumina Sérica Bovina 98 % pureza (BSA), HIMEDIA INDIA.
Hidrdxido de sodio, CDH INDIA.

Acido clorhidrico 37%, MERCK.
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e Agua destilada, NACIONAL.

e Carbonato de Sodio, HIMEDIA INDIA.

e Sulfato de cobre pentahidratado, HIMEDIA INDIA.
e Tartrato de sodio potasico, HIMEDIA INDIA.

¢ Reactivo de Folin Ciocalteu, CDH INDIA.

e Aceite de maiz, COMERCIAL.

e Cloruro de Sodio, CDH INDIA.

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL

Se determin6 la humedad segun el método AOAC 925.10 (2016), grasa bruta segun el
método AOAC 922.06 (2019), fibra bruta segun el método NTP 205.003: 1980 (Revisada el
2011), proteina bruta segun el método AOAC 978.04 (2019) (usada también para determinar
la pureza del aislado proteico), ceniza segin el método AOAC 923.03 (2016), el extracto
libre de nitrégeno se determind por diferencia; finalmente el contenido energético fue

calculado usando los factores de conversion de Atwater (Hussein et al., 2018).

3.4.2. PROTEINA SOLUBLE

El contenido de proteina soluble en el sobrenadante fue determinado por el método de Lowry
et al. (1951). Para su determinacion, a 400 uL de muestra se agregé 2 mL de reactivo de
Lowry (mezcla de la solucion al 2 por ciento (w/v) de Na,COz en NaOH 0.1N; solucion al
0.5 por ciento (w/v) de CuSO4+5H>0 en agua destilada y 0.5 por ciento de tartrato de sodio
potasico 2 por ciento (w/v) en agua destilada). La solucion obtenida fue mezclada con 200
pL del reactivo de Folin Ciocalteu 1N y se le dio un reposo de 30 min en oscuridad. Como

medicion final la muestra fue llevada a un espectrofotdmetro donde se dio lectura a 550 nm.

Adicionalmente para la obtencion de la curva estandar (ver Anexo 1) se utilizé una solucion
de albumina bovina de 1 mg/L en agua destilada con diferentes volimenes de solucion

proteica (0.1; 0.2; 0.3; 0.4 y 0.5 mL) completandose hasta 1 mL con agua destilada.

27



3.4.3. PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES DEL AISLADO PROTEICO

a. CAPACIDAD DE FORMACION ESPUMA (CFE)

Se determiné segun el método usado por Sathe et al. (1982) con algunas modificaciones. Se
prepararon soluciones al 1 por ciento aislado/H2O. El pH fue ajustado en un rango de 2 a 8.
Las soluciones fueron colocadas en una licuadora a temperatura ambiente a méaxima
velocidad durante 5 min y luego fueron trasvasadas a una probeta. El volumen total del
batido fue calculado mediante la siguiente formula a un tiempo de 30 segundos después del
batido.

(volumen después del batido-volumen antes del batido)
CFE (%)= - x100
volumen antes del batido

b. ESTABILIDAD DE LA ESPUMA (EES)

Después de la medicion del volumen total de la espuma se midio el volumen del mismo en
una probeta a un tiempo de 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 y 120 min (Onsaard et al., 2010)
(ver Anexo 2). El célculo se hizo en funcion de la siguiente formula:

EES (% volumen de la espuma a un tiempo determinado 100
g X
(%) volumen de la espuma a un tiempo de 0 min

C. CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA)

Se usoO la metodologia empleada por Sai-Ut et al. (2009). Se preparé soluciones al 4 por
ciento aislado/H20. El pH de cada solucion fue ajustado en un rango de 2 a 8. La solucion
obtenida se agit6 en intervalos de 5 min durante 30 min para luego ser centrifugada por 25
min a 3000 RPM. EIl sobrenadante obtenido del centrifugado se decant6. Para eliminar el
exceso de humedad del sedimento, este se llevo a secado por estufa por 25 min a 50 °C. Para
el calculo de la CRA se uso la siguiente férmula:
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gH,0  agua retenida por la muestra (g)

CRA . = . -
(g aislado” muestra de aislado proteico (g)

d. SOLUBILIDAD

Se usé la metodologia usada por Sai-Ut et al. (2009) con algunas modificaciones. El
sobrenadante obtenido en la determinacion de la CRA, se transfirié a una fiola de 100mL y
se enrasoO con agua destilada. Posteriormente las proteinas solubles fueron determinadas por
el método de Lowry. Para determinar los efectos del pH se ajustaron valores de 2, 4, 6, 8. La

solubilidad fue calculada mediante la siguiente formula:

. proteinas solubles en el sobrenadante (g)
Solubilidad (%)= - - %100
muestra de aislado proteico (g)

e. CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE (CAA)

Se usé el método descrito por Sai-Ut et al. (2009). Se mezclé 0.5 g de muestra en tubos
centrifuga (previamente pesados) con 6 mL de aceite de maiz, para luego reposar durante 30
min a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de reposo la suspension fue llevada a
centrifugacion por 25 min a 3000 RPM. El sobrenadante obtenido fue retirado
cuidadosamente y los tubos con los sedimentos fueron invertidos para eliminar el aceite

excedente durante 25 min.

La cantidad de aceite absorbido fue la diferencia entre el peso del sedimento obtenido y el

peso inicial del aislado proteico. Se hizo uso de la siguiente férmula para su determinacion.

aceite g _ aceite absorbido por la muestra (g)

A(

aislado g ~ muestra de aislado proteico (g)



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

Se us6 el método descrito por Mercado et al. (2015), para ello se mezcl6 1 g de aislado
proteico con 20 mL de agua, la mezcla fue agitada durante 15 min para posteriormente

ajustar su pH a 7 enrasandose con agua destilada a 25 mL.

Los 25 mL de la solucion obtenida fueron mezclados con 25 mL de aceite de maiz en una
licuadora por 3 min centrifugadndose luego a 1300 RPM durante 5 min. La CE fue expresada
en porcentaje como el volumen de la capa emulsificada con respecto al total del liquido (50

mL) (ver Anexo 3). La medicién de la capa emulsificada se hizo en una probeta graduada.

(volumen de la capa emulsificada)

E (%) =
CE (%) volumen antes del batido

La EE se determino en términos del colapso de la emulsion. EI volumen remanente de la
capa emulsificada fue medida luego de 2 h colocandose en una probeta graduada, el calculo

se hizo con respecto al volumen inicial de la emulsion.

volumen de la emulsion luego de 2 h
EE = — , —x100
volumen de la emulsion a un tiempo de 0 min

g. INDICE DE BLANCURA

El indice de blancura fue determinado con un colorimetro bajo las coordenadas de color L*,
a* y b* seglin el método usado por Fuentes et al. (2009). El indice de blancura fue calculado

como:

WI (%)=100- J (100-L*)*+a**+b*?
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3.4.4. EXTRACCION

a. Porcentaje de recuperacion de proteina soluble (R): Este valor fue usado en las
etapas de screening y en la MSR y expreso la cantidad de proteina soluble que se pudo extraer

hasta la etapa de extraccion alcalina.

Proteina soluble en el sobrenadante (Lowry) (g)
X

100
Proteina total (Kjeldahl) (g)

R (%) =

b. Rendimiento de extraccion del proceso: Se hizo uso de este valor considerando el
liofilizado como Gltima operacion y fue calculado respecto a la harina de semillas de pajuro

con la siguiente formula:

o - aislado proteico en base seca (g)
Rendimiento de Extraccion del proceso (%) = harina en base seca () x100

C. Porcentaje de recuperacion de proteina del proceso: El porcentaje de proteina
recuperada del proceso se determind respecto a la proteina inicial contenida en la harina y

fue calculada con la siguiente formula:

) proteina extraida(g)
Proteina recuperada del proceso (%) = - - - %100
proteina contenida en la harina (g)

35. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1. OBTENCION DE LA HARINA DE SEMILLAS DE PAJURO

Se siguieron las siguientes operaciones unitarias para la obtencion de harina:

1. Seleccion: Se separ6 manualmente todas las semillas que presentaron dafios fisicos,

microbiologicos, con signos de deterioro.
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2. Clasificacion: Las semillas fueron clasificadas por su estado de maduracion. Fueron
seleccionadas semillas maduras (marron oscuro) y de mayor tamafio.

3. Lavado y desinfectado: Las semillas seleccionadas fueron lavadas y desinfectadas
con agua potable fria con una concentracion de hipoclorito de sodio de 100 ppm.

4. Pelado: Mediante el uso de cuchillos la cascara fue separada del cotiledon.

5. Cortado: Se cortaron las semillas libres de céascara en laminas de 3 mm
aproximadamente.

6. Secado: Las semillas laminadas fueron colocadas en un secador de bandejas a una
temperatura de 50 °C durante 12 h a fin de eliminar el agua presente hasta una

humedad de 8.27 por ciento.

7. Molienda: Se hizo uso de un molino de rotor a una velocidad de 3000 RPM (ver
Anexo 4).
8. Tamizado: La harina obtenida fue separada mediante un tamiz N° 35 siendo la parte

a usar para los andlisis la fraccion < 500 um. Posteriormente fue almacenado en

bolsas de aluminio herméticas.

La Figura 7 muestra el flujo de operacion seguido y parametros usados para la obtencion de

harina de semillas de pajuro.
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Figura 7: Flujograma de operacién para la obtencion de harina de semillas de

pajuro
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3.5.2. EXTRACCION ALCALINA

La Figura 8 muestra las operaciones realizadas en la extraccion alcalina, cuyo producto final

fue el aislado proteico y a continuacion se detallan las operaciones que comprende:

1. Acondicionamiento: Muestras de harina de semillas de pajuro fueron diluidas con
agua destilada (1/30 6 1/50 g/mL) en matraces Erlenmeyer y homogenizadas con una
bagueta.

2. Extraccion alcalina: Se ajust6 el pH (8 6 10) de la solucién obtenida en la etapa
anterior con NaOH 1N y posteriormente se llevo a agitacion (95 6 150 RPM), a un
tiempo (15 6 50 min) y temperatura (25 6 50 °C) determinados en un equipo de Bafio
Maria con agitacion (ver Anexo 5).

3. Centrifugado: La muestra agitada fue centrifugada a 4000 RPM durante 15 min. El
sedimento fue desechado obteniéndose una solucion proteica (ver Anexo 6).

4. Filtrado: Para obtener una solucién con una mayor concentraciéon de proteinas y
eliminar fibras, grasas y carbohidratos insolubles, el sobrenadante fue filtrado con
papel Whatman N°1.

5. Precipitacién isoeléctrica: Se llevé el pH del sobrenadante a 4.5, empleando una
solucion de HCI 1N, con el fin de precipitar la proteina extraida (ver Anexo 7).

6. Centrifugado: La proteina precipitada fue centrifugada a 2000 RPM durante 30 min,
resultando la parte Gtil esta vez el precipitado.

7. Purificado: Se realizaron dos lavados, el primero se realizé con etanol al 20 por
ciento con una relacion codgulo proteico: mezcla hidroalcoholica (1/10) con la
finalidad de disminuir el contenido de polifenoles. El segundo lavado fue realizado
con agua destilada en una relacion coagulo proteico: destilada (1/10) con la finalidad
de reducir el contenido de compuestos no deseables como fibra soluble, azlcares
reductores, sales y eliminar el alcohol remanente (Goncalves et al., 1997).

8. Centrifugado: El precipitado purificado se centrifugoé a 2000 RPM durante 30 min,
para retirar el excedente de liquidos de lavado, obteniéndose finalmente un coagulo
proteico (ver Anexo 8).

9. Secado: El coagulo proteico fue llevado a secado en un liofilizador a -40 °C durante
17 h a 13.33 Pa (ver Anexos 9y 10).
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3.6. DISENO EXPERIMENTAL

Los experimentos se llevaron a cabo segun el esquema experimental mostrado en la Figura
9.

ETAPA 1: CARACTERIZACION DE LA
HARINA DE PAJURO

e Analisis quimico proximal

o Determinacion del indice de blancura

<

ETAPA 2: DETERMINACION DE LAS
CONDICIONES QUE MAXIMIZAN EL
PORCENTAJE DE PROTEINA SOLUBLE
RECUPERADO

e Screening: Determinacion de los factores mas
significativos.

e Optimizacion: Determinacion de los parametros
que maximizan la variable respuesta.

e Validacion: Validacion experimental del valor

de la variable respuesta maxima obtenida con la

MSR.

ETAPA 3: CARACTERIZACION DEL
AISLADO PROTEICO

e Determinacion de las propiedades tecno-

funcionales

e Determinacion del indice de blancura

Figura 9: Esquema experimental desarrollado
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3.6.1. ETAPA 1: CARACTERIZACION DE LA HARINA DE SEMILLAS DE
PAJURO

Se realizaron analisis fisicos (humedad, ceniza; indice de blancura) y quimicos (proteina

bruta, grasa bruta, fibra bruta).

3.6.2. ETAPA 2: DETERMINACION DE LOS FACTORES Y PARAMETROS QUE
MAXIMIZAN EL PORCENTAJE DE PROTEINA SOLUBLE RECUPERADO

a. SCREENING

La primera subetapa consistid en realizar el screening de seis variables o factores (pH,
concentracion de NaCl, tiempo, temperatura, relacion MP/S y velocidad de agitacion) para
determinar los efectos principales de los factores elegidos en la extraccién de proteina de
semillas de pajuro y determinar los factores mas significativos. Se utilizé un disefio
fraccionado 2% por duplicado a fin de disminuir el tiempo y costos. Gutiérrez (2012)
menciona que realizar disefios completos conlleva a obtener informacion muchas veces no
relevante y desventajosa, por tal motivo propone que una solucion a investigaciones con
numerosos factores es optar por disefios fraccionados, lo cuales permiten evaluar
principalmente las interacciones principales de cada factor. Es a través de este primer filtro
que se determind los factores mas significativos para la posterior etapa de optimizacion, los

niveles minimos y méaximos para cada factor se presentan en la Tabla 5.

Las variables fueron elegidas tomando como referencia a los siguientes autores: pH
(Orihuela, 2017), tiempo de extraccion (Arango et al., 2012; Orihuela 2017), temperatura de
extraccion (Mera, 2018; Aquino, 2015), velocidad de agitacion (pruebas preliminares),
relacién materia prima / solvente (Arango et al., 2012) y concentracion de NaCl (Ahmed et
al., 2012).

El disefio experimental, que resulta del anélisis utilizando un disefio factorial fraccionado
253, para evaluar el efecto principal de los seis factores antes mencionados, se presenta en
la Tabla 6. En base al disefio utilizado fueron necesarias 8 corridas experimentales, a un

nivel de confianza del 95 por ciento (p < 0.05).
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Tabla 5: Factores y sus niveles utilizados en la etapa de screening

N° Factor independiente Codificado No Niveles
Codificado -1 1
1 pH X1 X1 8 10
2 Concentracion de NaCl (M) X2 Xo 0 0.8
3 Tiempo (min) X3 X3 15 50
4 Temperatura (°C) X4 X 25 50
5 Velocidad de agitacion (RPM) Xs Xs 95 150
6 Relacion MP/S (g/mL) X6 Xs 1/30 1/50

Tabla 6: Numero y combinaciones evaluadas

id Factores

Corridas X1 Xo Xs Xa Xs X
1 -1 -1 -1 1 1 1
2 1 -1 -1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 -1 1 -1
4 1 1 -1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 1 -1
7 1 1 1 -1 -1 1
8 1 1 1 1 1 1

b. OPTIMIZACION

En la segunda subetapa de investigacion, se realizo la optimizacion de las condiciones de
extraccion y se consider6 a los factores estadisticamente significativos y que mostraron
efectos favorables (provenientes de la etapa de screening). Se us6é la Metodologia de
Superficie de Respuesta (MSR) con un disefio Box Behnken evaluandose tres niveles para
cada factor significativo con dos repeticiones por cada tratamiento. La validacion del modelo
cuadratico fue evaluada con un ANOVA (p < 0.05). Los factores y niveles evaluados en la
etapa de optimizacién se presentan en la Tabla 7. Los niveles de escalamiento centrales
fueron elegidos en base al nivel mas favorable para cada variable elegida en la etapa de

screening.
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Tabla 7: Factores y sus niveles evaluados en la etapa de Optimizacion

) ) . No Niveles
N° Factores independientes  Codificada .
Codificada -1 0 1
1 Temperatura (°C) X1 X1 20 25 30
2 Relacion MP/S (g/mL) X2 X2 40 50 60
3 Tiempo (min) X3 X3 5 15 25

C. VALIDACION

En la tercera subetapa se realizo la extraccion proteica con las condiciones dptimas obtenidas
con la MSR. El analisis se realiz6 por triplicado a fin de poder compararlo con el valor

tedrico mediante una prueba T-Student.

3.6.3. ETAPA 3: CARACTERIZACION DEL AISLADO PROTEICO

Los andlisis que se realizaron al aislado proteico extraido con las condiciones dptimas
fueron: capacidad de formacién de espuma y estabilidad, capacidad de retencién de agua,
solubilidad, capacidad de absorcién de aceite, capacidad de formacién de emulsién y

estabilidad, e indice de blancura.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para la comparacion de medias se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) analizado
a través de un ANOVA. A los factores que resultaron significativos (p < 0.05) del analisis
ANOVA se les realizé la prueba de comparacion de medias de Tukey (o = 0.05). Se utilizo

el paquete estadistico Minitab 17.

El screening fue analizado mediante un arreglo factorial fraccionado 2%, mientras que la
etapa de optimizacion fue analizada mediante la MSR con un disefio Box Behnken, en ambos
analisis se uso el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI. Para la etapa de validacion

se hizo la prueba T-Student mediante el paquete estadistico Minitab 17.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ETAPA 1: CARACTERIZACION DE LA HARINA DE SEMILLAS DE
PAJURO

4.1.1. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL

El andlisis quimico proximal presentado en la Tabla 8 muestra baja humedad (8.27 por
ciento) con 19.6 por ciento de proteinas en base seca, usual en las leguminosas que se
caracterizan como fuente de proteinas vegetales (Fundacion Espafiola de Nutricion, 2017).
Se aprecia también baja cantidad de grasa y fibra cruda con valores de 0.76 y 1.53 por ciento,
respectivamente. El contenido de ceniza 5.34 por ciento indica la presencia sustancias

organicas no combustibles. Finalmente, el extracto libre de nitrogeno fue 72.7 por ciento.

Tabla 8: Andlisis quimico proximal de la harina de semillas de pajuro

Componente (%) Base hiimeda! Base seca’
Humedad 8.27+0.58 -
Proteina total (%Nx6.25) 18.00+0.02 19.62+0.02
Grasa 0.70+0.01 0.76+0.01
Fibra cruda 1.41+0.01 1.53+0.02
Ceniza 4.90+0.47 5.34+0.51
Extracto libre de nitrégeno 66.72+0.50 72.73£0.55
Energia (kcal) 345+1.93 376 £3.19

'Resultados expresados como el promedio + DS

Es recomendable que el contenido de humedad de alimentos secos como la harina esté por
debajo del 15 por ciento para una conservacion adecuada y evitar asi problemas de deterioro
(Ponce et al., 2016). El valor obtenido 8.27 por ciento se encuentra dentro del limite citado

y supone caracteristicas adecuadas para su posterior almacenamiento y uso.



Se han reportado humedades de 3.3 (Umafia et al., 2013); 9.13; (Silva et al., 2015) y 10.8
(Vargas, 2016) por ciento para harina de semillas de pajuro. El valor obtenido se encuentra
dentro del rango citado con algunas diferencias. Al respecto Gamarra (2019) menciona que
las condiciones de secado (tiempo, temperatura) influyen en la humedad final, siendo crucial
el adecuado manejo de los pardmetros involucrados. Los parametros de secado son por lo
tanto factores a considerar en la humedad final.

El contenido proteico en una leguminosa es el valor mas destacable y su aprovechamiento
suele estar relacionado con la busqueda de productos bajos en grasas y alto contenido
proteico como: aislados, concentrados, bebidas proteicas, insumos para la industria carnica,
entre otros (Astiasaran y Martinez, 2002). El contenido proteico de la harina de semillas de
pajuro es variable, se han reportado valores de 17.13; 18.4; 21.7; 24.2 y 21.1 por ciento
(Alzate et al., 2013; Delgado, 2018; Umaiia et al., 2013; Silva et al., 2015) para variedades
de Colombia (Armenia), Ancash y Cajamarca (Per(), respectivamente. Aunqgue el valor
obtenido en esta investigacion (19.62 por ciento) se encuentra dentro del rango citado, las
condiciones edafoldgicas de terreno y climaticas del lugar de cosecha influyen en las
caracteristicas fisicoquimicas finales de la semilla, explicacién que permite comprender que
aun cuando se trate de una misma zona de cultivo (Cajamarca) el valor proteico puede variar
(Espinoza, 2018).

Los valores de proteinas presentados por las semillas de pajuro son superiores a los
reportados (expresados en porcentaje) en granos andinos como: cafiihua (17.6), quinua
(14.4) y kiwicha (14.5) (Mera, 2018; Repo-Carrasco et al., 2012); cereales: cebada (8.54),
maiz (11.7) y trigo (12.94) (Marquez, 2007; Pérez et al., 2006; Ponce et al., 2016); asi
también valores similares se han evidenciado en leguminosas como: alubias (17-23),
garbanzos (17-21) y lentejas (20-28) (Astiasaran y Martinez, 2002) y finalmente se han
reportado valores superiores al pajuro en: soya (38-42) y habas (26-30) (Astiasaran y
Martinez, 2002). Si bien el contenido proteico es importante, también lo es la calidad
bioldgica que pueda tener el mismo. Al respecto Villafuerte (2019) menciona que las
proteinas de semillas de pajuro, poseen un aminograma superior al del frijol y la arveja,

siendo importante tomar en cuenta este aspecto y estudiarlo con mas profundidad.
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El contenido graso fue 0.76 por ciento el cual es caracteristico en la harina de esta semilla
(Espinoza, 2018). Al respecto, Silva et al. (2015) obtuvo valores de 2.71 y 3.01 por ciento
para la variedad de Cajamarca y Ancash, respectivamente; asi también, Delgado (2018)
obtuvo 0.54 por ciento para la variedad Cajamarca, otros valores reportados son 0.34 y 1.52
por ciento (Umaia et al., 2013; Vargas, 2016). El contenido graso de las semillas de pajuro
es por consiguiente bajo y supone una ventaja al reducir los principales procesos de
alteracion y mejorar la conservacion del producto en el tiempo (Astiasaran y Martinez,
2002); en adicion, reduce operaciones previas de desgrasado usuales en semillas como el
sacha inchi, tarwi y cafithua (Brefia, 2018; Mera, 2018; Aquino, 2015) las cuales necesitan
mencionada operacion, puesto que la presencia de lipidos durante la solubilizacion alcalina
genera la formacion de emulsiones establecidas por las proteinas resistentes a la

centrifugacion reduciendo el rendimiento (Fennema et al., 2010).

El contenido de ceniza obtenido fue 5.34 por ciento. Se ha reportado contenido de ceniza en
harina de semillas de pajuro de 3.71, 4.91, 5.35 y 5.84 por ciento (Umafia et al., 2013,
Delgado, 2018; Delgado y Albarracin, 2014; Espinoza, 2018;). Se puede afirmar por lo tanto
que el contenido de ceniza estuvo dentro del rango citado.

Respecto al contenido de fibra cruda se obtuvo 1.53 por ciento, valor semejante a los
reportados en harina de semillas de pajuro 0.5, 0.94, 1.2 y 2,86 por ciento (Alzate et al.,
2013; Vargas, 2016; Umanfa et al., 2013; Delgado, 2018) encontrandose dentro de lo

esperado.

El contenido de extracto libre de nitrogeno fue de 72.73 por ciento. Al respecto se han
reportado valores de 61.54, 70.59 y 73.4 por ciento (Delgado, 2018; Umaiia et al., 2013;
Vargas, 2016). El valor obtenido se encuentra dentro del rango de valores citados siendo un

valor intermedio.

Finalmente, se tuvo un valor energético de 376 kcal. Se han reportado valores cercanos de
372y 354 kcal (Delgado-Soriano et al., 2022; Espinoza, 2018). En base al valor energético
proveniente de la proteina respecto al total (20.9 por ciento) se puede calificar a las semillas

de pajuro como “excelente fuente de proteinas” bajo el sistema empleado en la Unién
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Europea, el cual exige que mas del 20 por ciento de la energia provenga de la proteina cruda
(Delgado-Soriano et al., 2022).

4.2. ETAPA 2: DETERMINACION DE LOS FACTORES Y PARAMETROS QUE
MAXIMIZAN LA RECUPERACION DE PROTEINAS SOLUBLES

4.2.1. SCREENING

Los resultados experimentales para las 16 corridas realizadas se muestran en la Tabla 9, asi
mismo los valores de recuperacion de proteinas solubles que variaron entre 72.16 y 92.23
por ciento. Adicionalmente, se presentan los célculos realizados para la obtencién de

resultados en esta primera etapa (ver Anexo 11).

Tabla 9: Respuesta experimental (observado) y estimado en la etapa de

screening

Recuperacion proteica

_ Factor codificado soluble (%)
Exp.  Tratamiento .
Observado!, Estimado,

X1 X2 X3 X4 X5 X6
Y Y

1 1 -1 -1 -1 1 1 1 86.49+1.29°  86.48°
2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 9223+1.24> 92.25°
3 1 -1 1 -1 -1 1 -1 72.29+0.62°¢  72.30°
4 1 1 1 -1 1 -1 -1 7216£#1.19¢ 72.17¢
5 1 -1 -1 1 1 -1 -1 7256+1.18  7257°
6 1 1 -1 1 -1 1 -1 76.26+£077"% 76.25
7 1 -1 1 1 -1 -1 1 80.60+1.269 80.619
8 1 1 1 1 1 1 1 7714+126" 77.15"

!Expresado como el promedio DS

Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre valores p < 0.05

El andlisis de varianza mostrado en la Tabla 10 indica que los 6 factores elegidos son
estadisticamente significativos (p < 0.05). Asi mismo, el valor del coeficiente de

determinacion ajustado R?=0.9962 por ciento muestra que el 99.62 por ciento de la

43



variabilidad de los resultados es explicado por el modelo. Para fines de prediccion se
recomienda un coeficiente de al menos 70 y mientras se tenga un valor cercano a 100 sera
favorable para el experimento realizado (Gutiérrez, 2012). Para mas detalles del andlisis de

varianza ver el Anexo 12.

Tabla 10: Resultados del Andlisis de Varianza del disefio fraccionado 263

utilizado en la etapa de screening

Fuente Grado de Libertad Suma de Cuadrados p
Modelo 7 754.7 0.000
Lineal 6 754.31 0.000
X1 1 8.62 0.000
X2 1 160.31 0.000
X3 1 69.04 0.000
X4 1 42.56 0.000
Xs 1 7.32 0.000
Xe 1 466.45 0.000
X1.Xs 1 0.387 0.193
Error 8 1.53
Total 15 756.23
R? 0.9980

R2 ajustado 09962

Los efectos de los factores se presentan en la Figura 10, asi también, la secuencia en orden
decreciente de relevancia fue: MP/Solvente > Concentracion de NaCl > Tiempo de

extraccion > Temperatura > pH > Velocidad de agitacion.

El factor més influyente fue la relacion MP/S. Al respecto Arango et al. (2012) al extraer
proteinas de semillas de pajuro obtuvieron mejores resultados con una relacion MP/S de 1/40
g/mL y concluyeron que dicho factor influyé en la composicion y porcentaje de proteina
recuperada, afiaden que si el solvente no es suficiente los componentes solubilizados pueden
saturarse y precipitar reduciendo el porcentaje de proteina recuperada. La precipitacion por
saturacion es por lo tanto un efecto adverso de una relacion MP/S inadecuada segun lo
sefialado por el autor citado y posible causa del comportamiento obtenido en la presente
investigacion en la relacion 1/30 g/mL.
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Shen et al. (2008), al extraer proteinas de hojas de té detectaron que, si bien a una mayor
cantidad de solvente incrementaba la cantidad de proteinas recuperada dada una mayor
diferencia de concentracidn entre la fase solida y el disolvente, este efecto benéfico se vio
opacado por la dificultad de tener que manejar el volumen extra de solvente. Al respecto,
Qin et al. (2021) evidenciaron el mismo comportamiento al extraer proteina de semillas de
sandia, logrando recuperar mayor cantidad de proteina con el aumento de la relacion MP/S
antes de los 40 g/mL, siendo el incremento del porcentaje de recuperacion de proteina
insignificante por encima de dicho limite. Por consiguiente, una mayor relacién no
necesariamente es favorable y se debe considerar que las proteinas al igual que otros
materiales solubles deben seguir a la disolucion y/o cinética de difusion (Geankoplis, 2018).

F:Relacion MP/S+BC+DE T+

B:NaCI+AD+CF ‘ ‘

C:Tiempo+AE+BF ‘ ‘

D:Temperatura+AB+EF ‘

ApH+BD+CE

E:Velocidad de Agitacion+AC+DF E
0

AF+BE+CD

10 20 30 40 50 60
Efecto estandarizado

Figura 10: Diagrama de Pareto de los efectos principales durante la extraccion
de proteinas solubles en la etapa de screening

Las diferentes proporciones de liquido a s6lido afectan también la viscosidad de la solucion,
la difusion molecular y la disolucion de proteinas (Zuo et al., 2018). Constantina (2003)
afiade que la extraccion solido-liquido puede ser considerada un proceso de difusion con
transferencia de moléculas de proteina de un sélido (harina de pajuro) a un solvente (agua a
pH alcalino) donde la cantidad moléculas que fluiran serd proporcional al gradiente de
concentracion y la constante de difusividad de acuerdo a la ley de Fick (Geankoplis, 2018).
Todo el conjunto de factores mencionados ejerce un impacto sobre el porcentaje de proteina
a recuperar durante la extraccion, siendo la relacion 1/50 g/L, como se menciono

anteriormente, la méas adecuada de usar para esta primera etapa.



El segundo factor de mayor importancia fue la concentracion de NaCl, y tuvo un efecto
negativo al generar la disminucion del porcentaje de proteina recuperada a medida que la
concentracion de NaCl incrementd. En la extraccion de proteinas incluir el factor
concentracion de sal es habitual puesto que se busca solubilizar proteinas mediante el estado
salting in y de esta manera incrementar la cantidad proteina extraida (Vieira et al., 2006).

Sin embargo, para el presente caso no se logré dicho estado.

Al respecto es importante sefialar que existe relacion entre la concentracion de sal y la
solubilidad de las proteinas, esta relacion fue estudiada por Ahmed et al. (2012) quienes al
evaluar la solubilidad proteica de cuatro tipos de semilla de frijol a diferentes
concentraciones de NaCl a un pH de 7 obtuvieron mayores solubilidades a concentraciones
de 0.6-0.8 M para frijol blanco y jacinto y 0.4 M para chicharo y castilla, respectivamente
(valores fuera de la concentracion citada presentaron disminucion de la solubilidad). En
adicion, Lestari et al. (2010) explica que las sales incrementan la fuerza iénica de la solucién
y como consecuencia la solubilidad de las proteinas aumenta, sin embargo, cuando la
concentracion de sal sigue incrementando genera una competicién por la solvatacion entre
las moléculas de agua y los iones de sal conllevando a una precipitacion proteica (salting
out) disminuyendo la cantidad de proteinas recuperadas en la extracciéon. Por lo tanto, se
puede afirmar que concentraciones superiores o inferiores a la concentracion 6ptima de sal

pueden tener un efecto desfavorable o poco significativo en la variable respuesta en estudio.

El efecto del pH vy las sales sobre la variable respuesta en estudio es también una relacion a
evaluar. Mune et al. (2010) al extraer proteinas de semilla de frijol bambara obtuvieron
mejores resultados al incrementar el pH y la concentracion de NaCl, ademas observaron que
a niveles bajos de concentracion de NaCl (0.07 M) variando el pH (7.58-10.42) la variacion
del porcentaje de proteinas recuperadas era muy sensible y oscilaba entre 20-32 por ciento,
mismo comportamiento se observo cuando el pH se mantuvo en el valor mas bajo (7.58) y
la concentracion de NaCl variaba (0.07-0.43 M). En adicion, Govardhan et al. (2011) al
extraer proteina de semillas de moringa recuperaron un mayor porcentaje de proteinas a una
concentracion de 0.75 M bajo un pH constante, sin embargo, dicho comportamiento cambio
cuando se mantuvo constante la concentracion de sal y vario el pH, obteniéndose mejores
resultados en tratamientos sin NaCl y valores bajos de pH (7.58). Por ultimo, Ledn et al.

(2013) en la extraccion de proteinas de semillas de jatropa (Jatropha curcas L) mencionan
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que larecuperacion de proteina disminuy6 cuando se afiadié NaCl a la solucién de extraccion
en el rango probado (0,3 y 0,6 M) a pH de 9-11. Por lo expuesto segun su nivel, la adicion
de NaCl a una suspension de proteinas puede afectar a la densidad de carga neta de las
mismas y por lo tanto modificar su solubilidad mediante la mejora o reduccion de repulsiones

inter-moleculares en determinados rangos de pH (Aider et al. 2011).

Tal y como se expuso, si bien la adicion de NaCl puede favorecer el recuperacion de
proteinas, se dara siempre y cuando la relacion pH y concentracion de NaCl sea la adecuada,
sin embargo, aunque la relacion sea adecuada y el porcentaje de proteina recuperada
incremente no siempre es recomendable afadir dicho factor como parte del experimento tal
y como lo sefialan Lestari et al. (2010), quienes concluyeron al extraer proteinas de jatropa,
que aunque la adicion de NaCl increment6 la recuperacién proteica, su adicién en etapas
posteriores resultd en desventaja al disminuir el contenido de proteina (pureza) y conllevar
a operaciones de didlisis, que significaron un aumento considerable en el costo de
produccion. Por consiguiente, se puede inferir que el beneficio generado por la adicion de

sal tiene que ser mayor al costo que generara.

Finalmente, se puede deducir que la adicion de NaCl para el presente experimento fue
contraproducente. Al respecto Pérez (2021) al extraer proteinas de Moringa a pH 10 obtuvo
porcentajes de recuperacion proteica de 35.01, 27.0 y 25.85 a concentraciones de 0, 0.25 M
y 0.5 M de NaCl respectivamente, (comportamiento similar al obtenido) concluyendo que
en presencia de NaCl y condiciones alcalinas las proteinas altamente cargadas tienden a
reducir su solubilidad debido a un enmascaramiento de cargas originado por la repulsion
electrostatica de la sal. En adicion Mera (2018) menciona que se han reportado bajas
solubilidades en garbanzos, lentejas y habas a pH por encima de 7.5 comportamiento que
podria ser resultado de un incremento de las interacciones hidrofdbicas. Por lo tanto, se
puede afirmar que el fendmeno salting in no se logré en el rango de pH de extraccion

propuesto, siendo la mejor eleccién la no adicion de sal.

El tiempo al igual que la concentracion de NaCl tuvo un efecto inversamente proporcional,
a medida que su magnitud disminuyd se extrajo una mayor cantidad de proteinas. Al
respecto, Arango et al. (2012) al evaluar el tiempo de extraccion de proteina de semillas

pajuro, tuvo como tiempo Optimo los primeros 20 min. Otros autores reportan tiempos
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Optimos de 5 min al extraer proteina de cafiihua (Mera, 2018), 15 min en semillas de sandia
(Wani et al., 2008), 18 min en semillas germinadas de calabaza (Sogi et al., 2002) y 15 min
en semillas de sacha inchi (Aquino, 2015). En base a lo expuesto, se puede inferir que cortos
tiempos de extraccion son usuales y dan resultados favorables en la extraccion de proteinas
de origen vegetal, adicionalmente tener cortos tiempos denota una ventaja desde el punto de
vista econdémico, generando menores costos y menor tiempo de exposicién de las proteinas
a pH alcalino (Foste et al., 2015).

Es importante tener en cuenta que el tiempo como factor participa de la cinética de difusion
de proteinas al medio de extraccion (Geankoplis, 2018), por lo cual es necesario darle al
proceso el tiempo optimo, de lo contrario tiempos prolongados a pH alcalino y temperatura
ligeramente elevada pueden suponer un problema causando el deterioro, desnaturalizacion

y reduccidn de la cantidad de proteina recuperada (Zhang et al.,2014; Badui, 2013).

La temperatura fue el cuarto factor de mayor importancia presentando un comportamiento
inversamente proporcional, a medida que este factor disminuyd se evidencid un incremento
de la variable respuesta. Al respecto, Hadnadjev et al. (2017) manifiestan que, si bien el
aumento de temperatura incrementa la difusion de particulas favoreciendo la extraccion,
puede ejercer también efectos negativos tales como la precipitacion y desnaturalizacion si la
exposicion es prolongada y a altas temperaturas; es asi, que en extracciones proteicas es
recomendable el uso de temperaturas cercanas a la ambiental, dado que valores altos pueden
también afectar sus propiedades tecno-funcionales.

Se han reportado parametros éptimos de temperatura desde valores oscilantes a la ambiental
como: 21 °C (Mera, 2018) y temperaturas ligeramente elevadas 54 °C (Aquino, 2015). Cada
proteina puede mantener su estructura nativa solo dentro de un rango de temperatura
especificado, fuera ese rango de temperatura, comienza la desnaturalizacion, pérdida de
conformacién estructural, propiedades tecno-funcionales, valor nutricional y degradacion de
compuestos bioactivos (Ahmad et al., 2020, Franca et al., 2021). Por lo tanto, la composicion
proteica de la materia prima usada influye en la respuesta final que tendra frente a la
magnitud del factor en mencion (Lopez, 2014).
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Zhang et al. (2014) expone que otros factores negativos de las temperaturas altas son la
reduccion de la recuperacion de proteinas debido a la coagulacion e hidrolisis de las mismas
(en el paso de recuperacion) y la reduccién de su calidad como resultado de la
desnaturalizacion, hidrdélisis o racemizacion de aminoacidos. En términos generales, la
temperatura disminuye la solubilidad de la proteina debido a los cambios de conformacion
en la estructura, la modificacion es irreversible, y depende de la temperatura y tiempo de
calentamiento (Pérez 2021). Por consiguiente, para la presente investigacion trabajar a una

temperatura de 25 °C fue favorable y se puedo evitar los inconvenientes expuestos.

El factor pH, gener6 una mayor recuperacién de proteinas a medida que su magnitud
incrementd. Usualmente en proteinas de origen vegetal principalmente leguminosas es
recomendable trabajar a pH alcalino puesto que muestran mejores resultados (Badui, 2013).
El pH como factor del medio es decisivo en la solubilidad de la proteina, la carga neta de la
proteina en un pH determinado depende de los valores de pKa de los grupos ionizados de la
proteina (Pérez, 2021). La solubilidad de las proteinas aumenta debido a la ionizacion de
aminoéacidos acidos y neutros a pH alcalino, si el pH del solvente de extraccion se aleja mas
del punto isoeléctrico de la proteina, la carga neta aumenta conduciendo al aumento de la
repulsion electrostatica y la hidratacién de residuos cargados, que promoverd la
solubilizacion de proteinas en la extraccion disolvente (Lestari et al., 2010); por lo tanto, la
extraccion de proteina en un ambiente alcalino generard mejores rendimientos (Kumar et al.,
2021).

Zhang et al. (2015) explica que la exposicion de un medio alcalino con NaOH genera grietas
en las paredes celulares existentes en la harina vegetal aumentando la difusion proteica y
como consecuencia la cantidad de proteinas extraidas. Extracciones a pH alcalino presentan
también la ventaja del aumento de solubilidad de proteinas al hidrolizar la proteina unida
con polifenoles y polisacaridos al disminuir su hidrofobicidad, en adicion condiciones
alcalinas alteran la conformacion proteica, exponiendo grupos hidréfobos y rompiendo
enlaces disulfuro que resultan en una mayor recuperacion de proteinas durante la extraccion
(Foste et al., 2015; Pérez, 2021).

Si bien el uso de pH alcalino muestra una serie de ventajas, existen también ciertos puntos

en contra que se exponen a continuacion. Fennema et al. (2010) exponen que las condiciones
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altamente alcalinas pueden conllevar a la desnaturalizacion de proteinas, por consiguiente,
se debe encontrar un compromiso entre el porcentaje de proteina recuperada y el grado de
desnaturalizacion. En medio extraible alcalino la serie de reacciones indeseables como la
racemizacion de aminodcidos, la formacion de lisinoalanina y la pérdida de aminoacidos
esenciales suelen ocurrir (Moure et al., 2006). En adicion, Kumar et al. (2021) mencionan
que la extraccion basada en proteinas de fuentes vegetales mejora la biodisponibilidad y la
digestibilidad de la proteina vegetal extraida mientras que también degrada la calidad de la
proteina. Por lo tanto, trabajar a un mayor pH puede ser no necesariamente favorable. En
base a lo expuesto, se puede afirmar que la extraccion alcalina indudablemente puede
mejorar la eficiencia de extraccion de proteinas, sin embargo, al mismo tiempo afecta la
calidad proteica desintegrando la estructura de lisina y aminoécido cisteina, reduciendo la

calidad general y la aceptabilidad de la proteina extraida. (Kumar et al., 2021).

Foste et al. (2015) exponen que valores superiores a pH 10 pueden tener un impacto negativo
sobre los amino&cidos esenciales como la lisina. Gao et al. (2020) afiaden que los procesos
de extraccién proteica que emplean un pH alcalino superior a 10 generan que el aislado
proteico sea mas susceptible a la desnaturalizacion, disminuyendo su solubilidad, y
funcionalidad. Ruiz et al. (2016) report6 también que la desnaturalizacion proteica de aislado
de quinua aumentd a medida que el pH de extracciéon fue superior a 10. Tal y como
mencionan los autores citados el pH 10 supone un limite entre el impacto positivo y negativo
que puede tener el factor en mencion. Teniendo en cuenta lo antes mencionado, en la

presente investigacion se eligi6 el pH 10 como valor adecuado para la siguiente etapa.

Finalmente, el factor con menor significancia fue la velocidad de agitacion, mostrando
mejores resultados la velocidad de 95 RPM respecto a la de 150 RPM. Al respecto, Ramirez
et al. (2016) explican que un aumento en la agitacion de la mezcla disolvente-soluto,
favorece la transferencia de masa debido al incremento de los coeficientes de transferencia
de materia en la interfase solido-liquido, ademas, indican que se evita la sedimentacion y
apelmazamiento de las particulas sélidas. Por consiguiente, se puede inferir que el uso del

factor velocidad de agitacion supone una mejora al extraer proteinas.

Por lo expuesto, incrementar la velocidad de agitacion resulta beneficioso, sin embargo, a

determinados valores los cambios son poco significativos (Vega et al., 2017). Theerakulkait
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et al. (2006) al extraer proteinas de salvado de arroz a diferentes velocidades de agitacion
(400-1000 RPM) mediante el uso de un agitador de turbina obtuvieron mejores resultados a
partir de los 500 RPM, valores por debajo de este valor fueron inferiores y valores superiores
no mostraron diferencias significativas. En adicion, Lacerda et al. (2014) al extraer proteinas
de semillas de ricino obtuvieron mejores resultados a 400 RPM (regulando la velocidad con
un agitador con asta y hélice). Se han reportado velocidades de agitacion en la extraccion de
proteinas vegetales de 200 a 400 RPM (Aquino, 2015; Mera, 2018, Vallejos, 2018; Yongjae,
2015). Por consiguiente, se puede afirmar que la velocidad de agitacion es variable y tiene
un punto éptimo de trabajo. Para la presente investigacion una velocidad de 95 RPM fue la
mas adecuada, valor muy por debajo a las mencionadas por los autores en mencién. Al
respecto, un punto importante a mencionar son las condiciones de agitacion, la presente
investigacion fue realizada con un tipo de agitacién mecanica de vaiveén, cuya velocidad por
encima de los 200 RPM generaba la salida intempestiva de la muestra contenido en matraces,
asi también dependia del contenedor (cuando el contenedor eran tubos de 50 mL el efecto
era suave y poco notable respecto a cuando se realizaba en matraces dado el espacio interior
disponible). Si el tipo de agitacién usado es comparado a la agitacion usada por los autores
citados, difiere considerablemente dado que agitadores de asta y hélice permiten la
generacion de un tipo de flujo mas homogéneo y constante manteniendo los sélidos en
suspension sin vertimiento de muestra, en adicion, a escala industrial los agitadores suelen
ser de tipo axial o radial con variaciones, pero no de flujo lineal oscilante como el usado
(Castillo, 2013). En base a lo expuesto, el factor velocidad de agitacién no se considero en
la siguiente etapa dado que el tipo de movimiento generado por el equipo usado no
representd una forma adecuada para simular condiciones de tipo industrial, sin embargo, se

mantuvo constante el valor que permitio obtener mejores resultados siendo 95 RPM.

Un factor a mencionar, que no fue usado como variable en la etapa de screening fue el
tamanio de particula. Mera (2018) menciona que existe relacion entre el tamafio de particula
de la harina usada y el tiempo de extraccion, permitiendo reducir los tiempos al mejorar la
difusion de la proteina en el medio. Al respecto, Foste et al. (2015) al evaluar la accesibilidad
de las proteinas en funcién del grado de conminucion en harina de salvado de quinua a
tamanos de particula de 250, 500 y 750 um reportaron que una reduccién de particulas al
tamafo de hasta 250 um resulto en una solubilidad de proteina significativamente mayor
(67.7 por ciento), en comparacion con el salvado no molido existiendo una diferencia de 13

por ciento, sin embargo, no fue diferente de 500 um. Asi mismo, explican que reducir el
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tamarfio de particula favorece la accesibilidad de las proteinas a través de la superficie, dado
que el &rea de contacto incrementa, sin embargo, afiaden que esta mejora no es una relacion
lineal puesto que en los tamafios de 500 pum y 250 um no obtuvieron diferencias
significativas. Por su parte Lopez et al. (2012) exponen que la extraccion de proteinas parte
desde la liberacion de las células que las contienen, a mayor cantidad de células rotas por el
proceso de trituracién (molienda) mayor seré la cantidad de proteina extraida. Por lo tanto,
se puede deducir que el tamafio de particula fue un factor que favorecio en tener en la etapa

de screening mayores porcentajes de recuperacion proteica a menores tiempos.

Concluyendo la primera etapa del experimento se eligieron tres factores para la etapa de
optimizacion: temperatura, tiempo y relacion MP/S. El factor concentracion de NaCl fue
descartado porque su presencia fue perjudicial al disminuir el rendimiento, respecto al factor
pH, se decidio trabajar con un pH de 10 como limite dado que parte de la investigacion
abarcO determinar las propiedades tecno-funcionales de la proteina extraida y como se
expuso el valor de pH superior a 10 puede generar deterioro en la proteina. Finalmente, la
velocidad de agitacion no se eligiéo como factor para la siguiente etapa dada la naturaleza del
equipo y que el tipo de movimiento no reflejé adecuadamente la velocidad a escala industrial

eligiendose el valor con mejores resultados (95 RPM).

4.2.2. OPTIMIZACION

Para la etapa de optimizacion, se usaron los tres factores elegidos en la etapa de screening:
relacion MP/S (X1), tiempo (X2) y temperatura (Xz), se hizo uso de un disefio Box Behnken.

El criterio de optimizacion fue maximizar el porcentaje de proteina recuperada (objetivo).

La Tabla 11 muestra los porcentajes de proteina recuperada en la extraccion obtenidos bajo
las condiciones generadas por el disefio, los cuales variaron entre 77.44 y 92.82 por ciento,
los célculos para la obtencion de resultados se presentan en el Anexo 13. Se han reportado
porcentajes de recuperacion de proteina soluble bajo la misma metodologia (Lowry) para el
frijol mungo con valores de 77.6 por ciento (Wang et al., 2011), mani con 85.29 por ciento
(Ismail et al., 1991), cafiihua con 88.15 por ciento (Mera, 2018) y quinua blanca con 89.88
(Molina, 2018). Por consiguiente, se puede afirmar que el maximo valor de la variable

respuesta obtenida con las semillas de pajuro fue superior a los citados.
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Tabla 11: Disefio Box-Behnken, respuesta experimental (observado) y estimado

en la etapa de Optimizacion

F:_jlc_tor Factor no codificado Recuperacion proteica
Exp. Trat. codificado soluble _
i Xa  Xs X1 .Xz X3 Obser\llado, Estimado,
(MP/S)  (Tiempo) (Temperatura) Y Y

1 > 0 0 0 U0 15 25 gg;gz;gg 92.45
2 ; 1 -1 0 140 5 25 g;;iig:ig 82.22
3 ; 1 1 0 140 25 25 g;:ggi’g:;g 82.07
4 % 1 -1 0 1/60 5 25 ;ggrﬂig 7177
5 % 1 1 0 1/60 25 25 giggigig 81.19
6 % 0 -1 -1 1/50 5 20 ggijﬂgg 82.22
7 % 0 1 -1 1/50 25 20 g;giigg 87.24
8 % 0 0 0 1/50 15 25 ggz;liggi 92.45
9 % 0 -1 1 1/50 5 30 g;ggiégg 82.12
10 % 0 1 1 1/50 25 30 ggggigjg 80.38
11 % -1 0 -1 1/40 15 20 g;giigi? 87.60
12 % 1 0 -1 1/60 15 20 ggiiiég; 86.09
13 % -1 0 1 1/40 15 30 ggigiééé 85.27
14 % 1 0 1 1/60 15 30 gi?gi;gg 81.45
15 % 0 0 0 1/50 15 25 gggj% 92.45

1 Expresado como el promedio +DS

a. ANALISIS DE ADECUACION DEL MODELO

La adecuacién del modelo se comprob6 mediante la representacion de los tres diagnésticos.
Como se muestra en la Figura 11a, todos los puntos rodean la linea recta, y los residuos de

las respuestas del porcentaje de recuperacion de proteina soluble se ajustan a la distribucion

53



normal, lo que revela que el modelo desarrollado presenta una buena aproximacion al valor
real de proteina recuperada. Los residuos frente al niUmero de corridas (Figura 11b) se
construyeron para investigar la respuesta y su ajuste satisfactorio. EI diagndstico mostro que
todos los datos eran fiables, ya que estaban totalmente dentro el rango permitido (+ 3.0), es
decir £ 0.4 (Liuetal., 2022). La Figura de los valores predichos frente a los reales se presenta

en la Figura 11c para estimar la compatibilidad del modelo.
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Figura 11: Graficos de diagndstico para la comprobacion de la adecuacion del
modelo. Grafico de probabilidad normal (a), los residuos frente al niUmero de

ejecuciones (b), y la prediccion frente a la realidad (c)

Los valores predichos y los valores reales ejercieron un alto grado de ajuste, ya que todos
los datos se situaron sobre la linea recta. Mientras tanto, los resultados también mostraron
que el modelo poseia un buen efecto de optimizacion en las condiciones de extraccion de

proteina a partir de las semillas de pajuro.
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b. MODELO MATEMATICO

La Ecuacion 3 presenta el modelo matemaético de segundo orden obtenido, el cual muestra
la relacion entre la variable respuesta (porcentaje de recuperacion de proteina soluble) y los

tres factores evaluados (relacion MP/S, tiempo, temperatura).

Recuperacion de proteinas solubles (%) =-113.03 + 4.784 MP/S + 2.5435 Tiempo
+5.910 Temperatura - 0.047634 MP/S * MP/S - 0.068767 Tiempo *
Tiempo - 0.10350 Temperatura * Temperatura + 0.008933 MP/S *
Tiempo - 0.01152 MP/S * Temperatura - 0.03381 Tiempo *
Temperatura.

Ecuacion 3: Modelo matematico resultante de la etapa de optimizacion

El ANOVA del modelo cuadratico presentado en la Tabla 12 indica que es significativo (p

< 0.05). Para mas detalles del andlisis de varianza ver el Anexo 14.

Tabla 12: Resultados del Analisis de Varianza del modelo cuadratico en la etapa

de Optimizacion

Fuente Grado de Libertad Suma de Cuadrados Valor P
Modelo 9 625.04 0.000
Lineal 3 213.40 0.000
Cuadratico 3 505.44 0.000
Interaccion 3 31.90 0.000
Error 20 1.439
Falta de Ajuste 3 0.415 0.114
Error Puro 17 1.02
Total 29 626.48
R? 0.9977

R2 ajustado 0.9976

Respecto al modelo, este present6 una falta de ajuste no significativo (p > 0.05), indicando
que los resultados experimentales se ajustan de forma adecuada al modelo para predecir el
porcentaje de proteinas solubles recuperadas y que el orden del modelo es el adecuado
(Gutiérrez, 2012).



En cuanto al error puro, se aprecia que la suma de cuadrados es poco significativa si se
compara al error total lo cual permite inferir que existe buena reproducibilidad en el punto
central (Aquino, 2015).

El coeficiente de determinacion R? ajustado explica que el 99.76 por ciento de la variabilidad
de los resultados es explicado por el modelo cuadratico. El coeficiente de determinacion R?
es un buen indicador de cercania entre los valores obtenidos por el modelo y los

experimentales.

C. SUPERFICIE DE RESPUESTA

La Superficie de Respuesta (tridimensional) presentada en la Figura 12, se elaboré a partir
del modelo cuadratico (Ecuacion 3), a fin de representar los efectos principales e
interacciones de los factores independientes respecto a la variable respuesta. El objetivo fue
identificar las condiciones Optimas que maximicen la variable respuesta las cuales fueron
MP/S, 1/49 g/mL; tiempo de extraccién, 16 min y temperatura, 23 °C con un porcentaje de

recuperacion de proteinas solubles estimado de 92.87 por ciento.

Los gréficos de la Figura 12 se desarrollaron manteniendo constante un factor, mientras que
los dos factores restantes variaron dentro del rango experimental. De las superficies de
respuestas se observa que la temperatura presentdé un comportamiento cuadratico (Figura 12
ay c) al igual que el tiempo (Figura 12 a y b), asi también tiempos oscilantes entre los 15
min resultaron positivos. La combinacion de temperaturas cercanas a los 30°C con tiempos
de extraccion prolongados resultd tener efectos negativos sobre la variable respuesta (area
verde), al igual que los tiempos cortos (sin embargo, estos presentaron el mismo

comportamiento en todo el rango de temperatura estudiada).
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Figura 12: Gréficos de las superficies de respuesta y contornos para los efectos
de: Temperatura vs Tiempo (a); MP/S vs Tiempo (b) y Temperatura vs

MP/Solvente (c)
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La mayoria de las proteinas son labiles al calor, por lo que se desnaturalizan y agregan con
el mismo, por el contrario, algunas proteinas, llamadas proteinas estables al calor son




resistentes y permanecen en su estado soluble al calentarse (LAopez, 2014). En base a lo
expuesto, se puede inferir que las proteinas de semillas de pajuro son sensibles a
temperaturas altas y que sumado a los tiempos de exposicion largos propician una caida del
porcentaje de proteina soluble recuperado como consecuencia de la desnaturalizacion
proteica. Las condiciones optimas de tiempo y temperatura se aproximan a las condiciones
de Arango et al. (2012), quién extrajo la mayor proporcion de proteinas de semillas de pajuro

durante los primeros 20 min a temperatura ambiente.

Respecto a la relacion MP/S, present6 un comportamiento cuadratico frente a los factores
tiempo y temperatura (Figura 12 b y ¢) suponiendo un comportamiento favorable éptimo a
combinaciones de temperatura y tiempo intermedios. Al respecto, Arango et al. (2012) en la
extraccion de proteina de semillas de pajuro obtuvieron una tendencia lineal creciente entre
el porcentaje de proteina soluble recuperado y la relacion MP/S en el rango de 1/20 - 1/40
g/mL, aunque los autores en mencién no estudiaron el comportamiento mas alla de la
relacién 1/40 g/mL, la tendencia lineal obtenida hacia suponer que ain no se habia llegado
al punto 6ptimo para este factor. Por lo tanto, en base a lo obtenido se puede inferir que la
condicion Optima para el factor relacion MP/S se localizaria en 1/49 g/mL, guardando

relacién con el comportamiento encontrado por los autores en mencion.

En conclusion, las superficies mostradas en la Figura 12, muestran en general resultados
favorables en tiempos cortos cercanos a 16 min, temperaturas oscilantes a la ambiental y

relacién MP/S circundante a 1/49 g/mL.

4.2.3. VALIDACION DEL MODELO

Las condiciones Optimas brindadas por el modelo matematico fueron validadas de forma
experimental a fin de determinar el grado de cercania entre el valor predicho y el
experimental. La Tabla 13 muestra resultados favorables de cercania entre los valores
obtenidos de forma experimental para los tratamientos realizados y los resultados del modelo
matematico (predicho).

Para determinar si ambos valores eran estadisticamente iguales se realizé la prueba T-

Student mostrada en la Tabla 14, se observé que ambos valores no presentaron diferencias
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significativas (p> 0.05), lo que lleva a aceptar la hip6tesis nula (1,=92.87 por ciento). Por lo
tanto, se valida el modelo obtenido por la MSR el cual puede ser usado para describir
adecuadamente la relacion entre los factores y las respuestas, siempre y cuando se trabaje en

cualquier condicion que se encuentre dentro de la zona experimental analizada.

Tabla 13: Valor predicho y experimental del porcentaje de recuperacion de
proteinas solubles bajo condiciones dptimas

Condiciones  Proteina soluble recuperada (%)

Factores Optimas* Predicho Experimental
2
Temperatura (°C) 23
Relacion MP/S (g/mL) 1/49 92.87 92.70+0.55
Tiempo (min) 16

1 Recomendadas por el modelo de segundo orden
2 expresado como el promedio DS

Tabla 14: Prueba T-Student para la etapa de Validacion

Variable N Media Desviacién  Error estandar T p

Estandar de la media

Proteina soluble
3.00 92.70 0.55 0.314 -0.53  0.648
recuperada (%)

4.3. ETAPA 3: CARACTERIZACION DEL AISLADO PROTEICO

4.3.1. PROPIEDADES TECNO-FUNCIONALES

a. CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA (CFE)

Se observo diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos, asi mismo mediante la
prueba de comparacion de medias no se encontr0 diferencias significativas entre los

tratamientos a pH 2 y 4 (ver Anexo 15). Los diferentes valores de la CFE presentaron un
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comportamiento creciente respecto al pH tal y como lo muestra la Figura 13, presentando
valores de 26.67, 35.33, 54.67 y 103.33 por ciento a pH 2, 4 ,6 y 8, respectivamente, todos

bajo una concentracion aislado/H20 al 1 por ciento.

Orihuela (2017) al determinar la CFE de aislado proteico de semillas de pajuro obtuvo un
valor maximo de 68 por ciento a pH 9, valor inferior al obtenido en esta investigacion a pH
8 (103.33 por ciento). Cabe sefialar que, el autor en mencion trabajo con un aislado que tenia
una pureza proteica de 68.97 por ciento (en la presente investigacion el aislado obtenido tuvo
una pureza de 92.45 por ciento). Al respecto Brefia (2018) menciona que la concentracion
de proteina influye en el volumen de espuma a formar de manera positiva, es decir, a mayor
concentracion de proteina el volumen de espuma sera mayor. Por lo tanto, se puede deducir
que las condiciones elegidas de extraccion y el grado de pureza del aislado permitieron

obtener un aislado con una buena CFE.
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Figura 13: Variacion de la CFE del aislado de proteina de pajuro a diferentes
pH

Se han reportado CFE méaximas del aislado de semillas como: quinua con 130 por ciento a
pH 9 para la variedad chupacay 96.7 a pH 9 para la variedad jacha (Steffolani, 2016), tarwi,
51.18 por ciento a pH 8 (Brefia, 2018); soya, 48.2 y sacha inchi con 55 por ciento a pH 8
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(Mercado et al., 2015), frijol negro y morado con 27.2 y 28 por ciento, respectivamente, a
pH 8 (Teniente et al., 2019) y frijol de palo con 20 por ciento a pH 8 (Aliaga, 2019). De
acuerdo a lo expuesto, se puede inferir que el aislado proteico de semillas de pajuro presento
mejor CFE que todas las semillas mencionadas anteriormente, a excepcion de la quinua

variedad chupaca.

El comportamiento de la CFE respecto al pH fue creciente. Al respecto Lawal et al. (2005)
explican gque el pH alcalino genera un aumento en la carga neta de la proteina que debilita la
interaccion hidrofoba, incrementando la solubilidad de la proteina, permitiendo que se
extienda a la interfaz aire-agua mas rapidamente, encapsulando las particulas de aire y
aumentando asi la formacion de espuma. Sin embargo, a medida que se acerca al PI (punto
isoeléctrico) la carga neta en la estructura de la proteina es minima, lo cual la hace menos
soluble aumentando la tension superficial, reduciendo la adsorcién de la proteina en la
interfaz aire-agua lo que lleva a una reduccion de la CFE (Jayasena et al., 2010). Por su
parte, Badui (2013) menciona que la CFE esta relacionada con la flexibilidad que pueda
tener la molécula de proteina, permitiéndole realizar rApidamente cambios conformacionales
que da como resultado la réapida difusion a la interfaz aire-agua para encapsular particulas
de aire y mejorar la formacién de espuma. De lo citado, se puede afirmar que las proteinas
de semillas de pajuro poseen flexibilidad a pH alcalino permitiéndole encapsular particulas

de aire y dando como resultado una mayor CFE.

b. ESTABILIDAD DE ESPUMA (EES)

Tal como se muestra en la Figura 14, existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
tratamientos para la EES luego de 2 h, asi también la prueba de comparacion de medias no

encontro diferencias significativas entre los tratamientos a pH 2, 4 y 6 (ver Anexo 16).

La EES luego de 2 h fue 55.73, 54.85, 60.88 y 17.63 por ciento a pH 2, 4, 6 y 8,
respectivamente. Se aprecia asi mismo que en general los tratamientos con pH 2, 4y 6
mantuvieron poco mas de la mitad de la espuma formada inicialmente y el tratamiento mas
alcalino a pesar haber formado una mayor cantidad de espuma inicial, fue el menos estable.
Al respecto Mune y Sing (2015) obtuvieron 75.42 y 82.04 por ciento de EES en aislado

proteico de semillas de frijoles cowpea y bambara, respectivamente, despues de 1 h a pH 7,
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valores similares a los obtenidos en la presente investigacion (78.74 por ciento) a un mismo
tiempo y a pH 6, lo cual indica similitudes para la ESS entre las semillas de pajuro y semillas

de frijoles de otras variedades.
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Figura 14: Variacién de la EES (%) del aislado de proteina de pajuro en el

tiempo (min) a diferentes pH

Se ha reportado la EES del aislado de semillas como: quinua pasankalla con 43.5 por ciento
a pH 9 después de 1 h (Steffolani, 2016), sacha inchi con 30.78 por ciento a pH 8 luego de
2 h (Brefia, 2018), asi como, soya y sacha inchi 28 y 33.7 por ciento, respectivamente, a pH
8 después de 2 h (Mercado et al., 2015). Al comparar las semillas mencionadas con el pajuro

se observa resultados favorables para el pajuro respecto a otras semillas.

Como se mencion¢ anteriormente, el tratamiento con mayor pH obtuvo una mayor CFE, sin
embargo, fue el menos estable. Al respecto Jaimes et al. (2012) mencionan que el Pl es una
region en la cual las espumas estabilizadas por proteinas son mas estables (mientras no se
insolubilicen) puesto que en esta regidén o préxima, la escaza presencia de interacciones

repulsivas favorece el establecimiento de interacciones proteina—proteina y la formacion de
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una pelicula viscosa en la interfase soluble-insoluble, asi también, aumenta la cantidad de
proteina adsorbida en la interfase, debido a la ausencia de repulsiones entre la interfase y las
moléculas que a ella se adsorbe. Steffolani (2016) expone que al evaluar la EES de quinua
las variedades que presentaron mayores capacidades espumantes no fueron necesariamente
los més estables y explica que las proteinas actian como surfactantes en la espuma y su
funcion es evitar el proceso de separacion reteniendo las burbujas de aire finas. De acuerdo
a lo manifestado, el comportamiento de EES en la presente investigacion fue mejor a pH
cercano a 4.5 (PI) y poco favorable cuando se alejo significativamente (pH 8) validando asi
expuesto por los autores en mencién. Se puede afirmar por consiguiente que una alta CFE
no aseguré una buena EES y aunque permitié una mejor solubilidad, aumentando la
viscosidad y facilitando la formacion de una pelicula multicapa proteica cohesiva, la

estabilidad se vio afectada al verse alejada del P1I.

Martinez et al. (2011) afirman que es recomendable que la estabilidad de la espuma sea entre
50 a 70 por ciento dependiendo del producto para los sistemas alimenticios que requieren
espuma como las tortas y helados. De acuerdo a lo expuesto, se puede inferir que la
estabilidad a pH 2, 4 y 6 cumple estas condiciones y serian estos valores de pH los méas

recomendados a ser usados.

C. CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA)

De acuerdo a lo observado en la Figura 15, se obtuvieron diferencias significativas (p < 0.05)
entre tratamientos para la CRA, asi mismo mediante la comparacion de medias no se

encontré diferencias significativas entre los tratamientos a pH 2 y 6 (ver Anexo 17).

La CRA presento los siguientes valores 2.73, 2.08 y 2.68 y 3.53 g H20O/g aislado a pH 2, 4
,6 y 8, respectivamente. Llegandose a encontrar que la CRA fue minima cerca al Pl e

incremento a medida que se alejo del mismo.

Asgar et al. (2010) mencionan que es usual que la CRA sea menor en el Pl, debido a que en
esta region de pH predominan las interacciones proteina-proteina desplazando asi las
interacciones proteina-agua, asi mismo, afiaden que valores lejanos del Pl permiten que la

carga neta del aislado se modifique y pueda hincharse reteniendo mas agua. Al respecto
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Glencross et al. (2010) afirman también que la CRA es mayor a valores lejanos del P1 debido
al aumento de fuerzas de repulsion entre proteinas. Se puede por lo tanto afirmar que la CRA
del aislado proteico de semillas de pajuro presentd valores minimos cerca del P1 debido a la

predominancia de las interacciones proteina-proteina.

Orihuela (2017) al determinar la CRA del aislado de semillas de pajuro obtuvo un valor
maximo de 2.75 g H.O/g aislado, valor inferior al obtenido en la presente investigacion (3.53
g H20/g aislado); cabe mencionar que el autor en mencion, trabajo bajo condiciones de
extraccion alcalinas (pH 11) superiores al de la presente investigacion (pH 10), asi también
tiempos prolongados de extraccion de 90 min. Como se menciond en la etapa de screening,
condiciones alcalinas superiores a pH 10 y tiempos prolongados de extraccion pueden tener
un efecto negativo sobre las propiedades tecno-funcionales de la proteina. En base a lo
expuesto se puede afirmar que las condiciones de tiempo y pH elegidas favorecieron en tener

una mejor CRA.
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Figura 15: Variacion de la CRA (g H20/g aislado) a diferentes pH

Valores méximos de CRA (expresados en g H20O/g de aislado) han sido reportados por
diferentes autores para aislados proteicos de: tarwi con 3.74 (Brefia, 2018), quinua blanca
con 6.1 (Steffolani et al., 2016), sacha inchi con 4-5 (Mercado et al., 2015), semillas de
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maracuya con 2.7 (Martinez et al., 2011), frijol morado y negro con 11.25 y 10.99,
respectivamente, (Teniente et al., 2019) y frijol de palo con 1.45 (Aliaga, 2019). La CRA
maxima obtenida en esta investigacion (3.53 g H20O/g de aislado) es inferior a la obtenida en
quinua blanca, sacha inchi, frijol negro y morado, pero superior al tarwi, semillas de
maracuya y frijol de palo. Al respecto, Martinez et al. (2011) indican que una CRA mayor a
1.9 g de H20/g aislado es lo deseable para un aislado proteico comercial, siendo asi un punto

a favor dado que el valor obtenido es superior al minimo requerido.

La CRA es una propiedad que puede verse favorecida por la exposicion de la proteina a
temperaturas ligeramente mas altas, al respecto, Akaerue y Onwuka (2010) sefialan que
aumentar ligeramente la temperatura de extraccion mejora la CRA, puesto que, cuando la
proteina se calienta los enlaces que mantienen sus estructuras secundarias y terciarias se
debilitan; provocando que la mayoria de las moléculas de la proteina comiencen a
desplegarse, generando un ligero aumento en la cantidad de agua retenida para interactuar
con los grupos cargados, permitiendo interacciones extensas de ion-agua. Tal afirmacién se
puede ver reflejada en los valores reportados por Delgado-Soriano et al. (2020) quienes al
evaluar la CRA a extruidos de harina de semillas de pajuro obtuvieron un valor de 7.57 g
H>O/g extruido, mientras que Delgado y Albarracin (2014) al analizar harina de semillas de
pajuro obtuvieron 3.67 g H>O/g de harina; de lo mencionado, se puede afirmar que la
extrusion es una operacién que afiade calor y favorece por lo tanto en el incremento de la
CRA del extruido respecto a la harina. Por consiguiente, es de importancia considerar la
adicioén de calor al proceso de extraccion de proteina a fin de mejorar la CRA, teniendo en
cuenta también que el porcentaje de proteinas recuperadas durante la extraccién puede

disminuir, tal y como lo muestra la superficie de respuesta obtenida (ver Figura 12).

d. SOLUBILIDAD

Como se puede apreciar en la Figura 16, existen diferencias significativas (p < 0.05) entre
tratamientos para la solubilidad, asi mismo mediante la prueba de comparacion de medias se

encontro diferencias significativas entre todos los tratamientos (ver Anexo 18).
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La solubilidad obtenida fue de 19.32, 1.63, 24.84 y 43.65 por ciento a pH 2, 4, 6, y 8,
respectivamente. La solubilidad fue minima en el Pl e incrementé a medida que se fue

alejando del mismo.

Solubilidad (%)
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Figura 16: Variacion de la solubilidad del aislado de proteina pajuro a diferentes
pH

Steffolani et al. (2016) en la determinacion de la solubilidad de aislado de quinua obtuvieron
valores minimos en el PI cercanos a 10 por ciento, mientras que cuando el pH aument6 a 9
la solubilidad incrementd a 70 por ciento. El autor en mencién sefiala que, las curvas del
perfil de solubilidad de las proteinas son en forma de U y tienen un minimo de solubilidad
en la proximidad del Pl y solubilidad alta a pH alcalino. Al respecto, Luyten et al. (2004)
mencionan que la solubilidad de las proteinas depende en gran medida del pH, temperatura,
fuerza ionica y concentracion, afiaden que cerca del PI, las proteinas son menos solubles
porque la carga total neta es cerca de cero, y se produce una atraccién entre proteinas. Por lo
tanto, se puede inferir que la solubilidad de las proteinas de las semillas de pajuro sera

minima en el PI.

Valores maximos de solubilidad han sido reportados para aislados de tarwi con 87.75 por
ciento a pH 8 (Brefia, 2018), quinua con 70 por ciento a pH 9 (Steffolani et al., 2016), soya
con 82.2 por ciento a pH 9.5, sacha inchi con 99.4 por ciento a pH 11 (Mercado et al., 2015),
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semilla de mel6n con 96.33 por ciento a pH 11 (Ogundele, 2010), frijol negro y morado con
93.37 y 88.43 por ciento a pH 12, respectivamente (Teniente et al., 2019) y frijol de palo
con 90 por ciento a pH 11 (Aliaga, 2019). Como se aprecia las solubilidades en mencion
dependen mucho del pH evaluado y son superiores al obtenido en la presente investigacion
(43.64 por ciento), donde el pH maximo al que se analizé fue 8 (valor por debajo de 9-11,
valores citados).

Badui (2013) menciona que la solubilidad de una proteina depende del tipo de aminoacidos
que contenga y la cantidad de residuos hidrofilicos presentes, ademas, es un indicador para
considerar la incorporacion de aislados proteicos a sistemas alimentarios, por lo tanto, se
puede inferir que las proteinas de las semillas de pajuro serdn mas afines al agua a medida
que el medio se alcaliniza. Sin embargo, para tener un mejor analisis es imprescindible
considerar valores méas extremos de pH alcalino a fin de tener una mejor comprension y
comparacion de la solubilidad respecto a otras semillas y determinar también el grado de
desnaturalizacion y precipitacion durante el proceso de refinamiento. Para la presente
investigacion al tratarse de sistemas alimenticios no se consider6é la evaluacion a pH

demasiado alcalinos.

Sanchez et al. (2017) mencionan que la solubilidad de las proteinas es requisito para lograr
una mejor CFE, al aumentar la viscosidad y facilitar la formacion de una pelicula multicapa
proteica cohesiva en la superficie de contacto, relacion que indicaria el comportamiento que

tuvo la CFE respecto al pH al verse favorecido a medida que se acerco a la alcalinidad.

e. CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE (CAA)

La CAA obtenida fue 2.4 g aceite/g de aislado. Se han reportado aislados (expresados en g
aceite/g aislado) de semillas como: tarwi con 1.76 (Brefia, 2018), sacha inchi con 1.39, soya
con 0.85 (Mercado et al., 2015), frijol de palo con 1.2 (Aliaga, 2019), quinua jacha y
pasankalla con 4.42 y 2.81, respectivamente (Steffolani et al., 2016), asi como, frijol negro
y morado 17.79 y 15.21, respectivamente (Teniente et al., 2019). Se aprecia que la CAA del
aislado de las semillas de pajuro es superior al tarwi, sacha inchi, soya y frijol de palo, pero
inferior al frijol morado y negro y la quinua jacha y pasankalla. Al respecto Sanchez et al.

(2017) mencionan que las diferencias entre CAA se deben a las caracteristicas
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conformacionales, hidrofobicidad, presencia de grupos lipofilos y de aminoacidos no polares
en las proteinas, afiaden que la posible desnaturalizacion parcial de las proteinas durante la
extraccion, puede generar la exposicion de grupos hidrofobos de aminoacidos. Aguilera
(2010) explica que una mayor cantidad de cadenas laterales no polares en aislados proteicos
incrementa la CAA. Por lo tanto, se puede atribuir la diferencia encontrada de CAA con
otros alimentos a las diferentes conformaciones de las proteinas y estructura, asi como, las

condiciones de extraccion que pudieran generar desnaturalizacion proteica.

Aguilera (2010) menciona que temperaturas de trabajo mayores a 45°C durante la extraccién
alcalina pueden ocasionar una disminucion de la CAA dada la desnaturalizacion proteica,
dicho efecto es apreciable en la comparacién antes realizada dado que Brefia (2018) y
Mercado et al. (2015) utilizaron temperaturas de 50°C en la obtencion del aislado respectivo,
y como se aprecia sus valores de CAA obtenidos se encuentran entre los mas bajos (respecto
a los citados). Para la presente investigacion la temperatura usada fue 23°C condicidn que
no permitio la adicion de calor favoreciendo asi la CAA.

Mercado et al. (2015) reportan que los valores de CAA de diferentes marcas comerciales de
aislados proteicos de soya van desde 1 hasta 1.95 g aceite/g aislado como minimo, valor que
al compararse con el obtenido supone estar dentro del rango citado. Schoeneberger et al.
(2015) explican que la CAA es muy importante en la formulacion de productos para freir,
retencion de los sabores; disminucion de la rancidez oxidativa y aumento de la estabilidad

durante el almacenamiento.

f. CAPACIDAD DE EMULSIFICACION (CE) Y ESTABILIDAD (EE)

La CE obtenida fue 68.67 por ciento y la EE fue 91.30 por ciento después de 2 h. Se han
reportado resultados de la CE y EE en aislados de las siguientes semillas: tarwi con 63.38 y
50.51 por ciento luego de 2 h (Brefia, 2018), frijol negro con 33.59 y 96.15 por ciento, frijol
morado con 32.54 y 89.97 por ciento luego de 30 min (Teniente et al., 2019), frijol castilla
con 56.06 y 99.6 por ciento, frijol bambara con 57.28 y 96.78 por ciento luego de 30 min
(Mune y Singh, 2015), trigo con 67.01 y 70.28 luego de 30 min (Hassan et al., 2010). Tal y
como se aprecia el aislado de las semillas de pajuro presenta caracteristicas similares a la CE

del tarwi, trigo, y es ligeramente superior al frijol negro y morado, frijol de palo, frijol castilla
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y frijol bambara. Asi también la EE fue similar a los frijoles morado, negro, castilla,
bambara, y superior al tarwi y trigo. En general se aprecia que las semillas de frijoles tienen
una EE cercana al 100 por ciento, por lo cual la semilla de pajuro se encuentra también
dentro de este rango, asi mismo CE es variable aun en variedades del mismo tipo. Eltayeb et
al. (2011) menciona que la estabilidad de emulsion depende del contenido de
polielectrolitos, de lo cual se puede inferir que el aislado proteico de semillas de pajuro tiene

mayor cantidad de estos polimeros que los alimentos con menor EE.

La cantidad adecuada de proteinas solubles en la solucién es necesaria para promover la
trampa de las gotas de aceite lo que resulta en un aumento de la CE; tedricamente, un
aumento de la solubilidad de la proteina facilita la interaccién entre las fases oleosa y acuosa
(Chaparro et al., 2014, Wu et al., 2009). Al respecto Badui (2013) afiade que se pueden tener
buenos resultados en un rango de solubilidad desde un 25 hasta un 80 por ciento, aunque las
proteinas altamente insolubles no funcionan como buenos emulsificantes. A pH 7 segin la
Figura 16 la solubilidad bordea el 35 por ciento estando dentro del rango citado, lo cual hace

inferir que la solubilidad de las proteinas de semillas de pajuro favorecio a la CE.

El tipo de proteina tiene mucha influencia en esta capacidad, sin embargo, no solo se trata
de cuan hidréfoba es una proteina dado que esta propiedad no siempre esté ligada a la CAA,
sino mas bien de la flexibilidad molecular ya que la proteina debe ser capaz de contactar con
las fases aceite y agua, modificando su conformacion para quedar colocada en la interfase.
Asi mismo si se desnaturaliza parcialmente la proteina sin llegar a la insolubilizacion, se
lograra una mejora de las propiedades emulsificantes pues se incrementan la flexibilidad
molecular y la hidrofobicidad superficial favoreciendo la formacion de peliculas altamente
viscoelasticas en la interfase aceite-agua (Badui, 2013).

Hadnadjev et al. (2017) exponen que los aislados de proteinas obtenidos por procesos de la
ultrafiltracién son cominmente de mejores propiedades tecno-funcionales en comparacion
con los aislados obtenidos por extraccion alcalina, especialmente en sus propiedades

emulsionantes. Sugiriendo asi que el método de extraccion influye sobre esta propiedad.
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4.3.2. INDICE DE BLANCURA (IB)

El color expresado en indice de blancura (IB) obtenido fue de 75.35 y 84.81 por ciento para
la harina y para el aislado, respectivamente. Para llevar a cabo una adecuada comparacion
se calcularon los IB de los autores citados bajo la misma formula. Brefia (2018) al evaluar
harina y aislado de tarwi obtuvo 74.63 y 76.36 por ciento de IB, asi mismo, Steffolani et al.
(2016) obtuvieron 61.89 por ciento para aislado proteico de quinua blanca, y 45.79 por ciento
para cafiihua. El IB del aislado de semillas de pajuro fue superior a los alimentos citados,
sugiriendo una mejora de estado del 1B desde harina a aislado de cerca del 10 por ciento. Xu
y Diosady (2002) mencionan que bajo condiciones alcalinas los polifenoles (presentes en las
proteinas vegetales) tienden a oxidarse y posteriormente pueden reaccionar con la proteina
dando como resultado un color verde oscuro o marron en la solucion de proteinas extraidas.
En la presente investigacion se llevaron a cabo dos lavados (agua y mezcla hidroalcoholica)
con el objetivo de eliminar compuestos fenolicos y favorecer el IB. En base a lo obtenido se
puede inferir que los lavados realizados permitieron evitar el efecto negativo de los
polifenoles.

Otro factor que afecta también el IB es el contenido de pigmentos presentes, puesto que
pueden extraerse de manera conjunta a las proteinas durante la etapa de extraccién
(Steffolani et al., 2012). Estos mismos autores, al extraer proteinas de cafiihua y quinua
blanca obtuvieron aislados con IB de 45.79 y 60.42 por ciento, respectivamente, segun
explican la presencia de pigmentos en la cafiihua ejercié un efecto negativo significativo
respecto a la quinua. En base a lo expuesto, se puede inferir que la harina de semillas de
pajuro tiene bajo contenido de pigmentos oscuros y permitié obtener un IB aceptable, a este
factor se suma el método de secado usado, la liofilizacion, método que tiende a conservar de

mejor forma las propiedades tecno-funcionales de los alimentos (Parzanese, 2012).

Mduzquiz et al. (2011) indican que el color debe tomarse muy en cuenta al enriquecer harinas
de cereales con aislados proteicos, puesto que se busca no alterar ni modificar el color de las
harinas en los productos de panaderia entre otros, siendo asi un indicador de calidad en el
producto. Montoya et al. (2012) al evaluar el IB de la harina comercial de trigo obtuvieron

87.36 por ciento, valor cercano al obtenido en la presente investigacion (84.81 por ciento),
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lo cual sugiere que el aislado de semillas pajuro puede usarse como complemento en

formulaciones de productos de panaderia y afines.

4.3.3. COMPOSICION, RECUPERACION PROTEICA Y RENDIMIENTO DEL
AISLADO PROTEICO DE SEMILLAS DE PAJURO

El rendimiento de extraccion respecto a la harina de semillas de pajuro fue de 12.22 por
ciento, asi mismo del total de proteinas contenidas en la harina, se recuperé el 57.59 por
ciento obteniéndose un aislado final con una pureza de 92.45 por ciento de proteina, tal y
como se puede apreciar en la Tabla 15.

Tabla 15: Composicion del aislado proteico, rendimiento y recuperacion

proteica de extraccion

Indicadores (%) Valor!
Proteina 92.45+0.64
Ceniza 3.84+0.60
Rendimiento de extraccion del proceso 12.22+0.59
Proteina recuperada del proceso 57.59+0.72

'Resultados expresados como el promedio +DS

Orihuela (2017) en la extraccion de proteinas de semillas de pajuro obtuvo un rendimiento
y pureza (respecto a la cantidad de proteina) de 14.73 y 68.97 por ciento, respectivamente,
tras 90 min de extraccion a pH 9. Por su parte Arango et al. (2012) trabajaron con harina de
semillas de pajuro de 18.4 por ciento de proteinas, extrayendo el 60 por ciento de estas a un
tiempo de 60 min a una relacién 1/40 MP/S. Al comparar los resultados obtenidos con los
citados se observa cierta similitud respecto al rendimiento de extraccién y proteina
recuperada, sin embargo, existe una diferencia notable cuando se hace la comparacion de
pureza y tiempo extraccion. La pureza obtenida esta muy por encima de lo obtenido por
Orihuela (2017), lo cual da a entender que el método de purificacién usado en la presente
investigacion fue el adecuado, asi mismo respecto al factor tiempo, el obtenido mediante
superficie de respuesta fue de 16 min, tiempo muy por debajo a los usados por los autores

citados, siendo asi un punto positivo de optimizacion al reducir los tiempos de extraccion,
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asi como, evitar el largo contacto de la proteina a pH alcalinos que puedan tener un impacto

negativo en su tecno-funcionalidad.

El porcentaje de proteina recuperada obtenida mediante la superficie de respuesta fue de 92.7
por ciento (proteina soluble) y el obtenido tras obtener el aislado fue de 57.59 por ciento. Si
se comparan ambos valores difieren considerablemente. Durante la fase experimental de
superficie de respuesta la velocidad de centrifugado luego de la extraccion, fue de 4000 RPM
durante 15 min, mientras que en la fase de obtencidn de aislado proteico la velocidad usada
fue de 2000 RPM durante 30 min, dado que para obtener el aislado proteico se requeria
manejar volimenes mas grandes y el equipo disponible tenia la limitante de trabajar como
maximo a 2000 RPM lo cual represent6 una desventaja puesto que no permitié recuperar en
su totalidad la proteina separada, asi mismo, el método de Lowry solo cuantifica las proteinas
solubles y no contempla las operaciones de precipitacion y lavado que como toda operacion
unitaria generan mermas y pérdidas propias del proceso, es asi que los factores velocidad de
centrifugado, y mermas posteriores a la cuantificacion de proteina soluble mediante Lowry

tuvieron un impacto negativo en el porcentaje de proteina recuperada.

4.3.4. USOS RECOMENDADOS DEL AISLADO PROTEICO DE SEMILLAS DE
PAJURO

a. Capacidad de Formacién de Espuma y Estabilidad: Los resultados obtenidos

fueron favorables y se recomienda su uso en merengues, tortas y helados.

b. Capacidad de Retencién de Agua: Se recomienda su uso en productos carnicos,

pulpas de frutas congeladas, hamburguesas, quesos, pasteles y panes.

C. Capacidad de Absorcion de Aceite: En base a las caracteristicas favorables
obtenidas para esta propiedad se recomienda su uso en productos de panaderia bajos

en grasa y productos para freir.

d. Capacidad de Emulsion y Estabilidad: Se obtuvieron resultados favorables para
esta propiedad y por lo tanto se recomienda su uso en alimentos como mayonesas,

aderezos y helados.
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V. CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisico-quimicas de la harina de semillas de pajuro fueron:
humedad 8.27; proteina total 19.62; grasa 0.76; fibra cruda 1.53; ceniza; 5.34,
extracto libre de nitrégeno 72.73 e indice de blancura 75.35 por ciento. Resultados

expresados en base seca (bs).

Las condiciones Optimas de extraccion obtenidas mediante la metodologia de
Superficie de Respuesta fueron: relacion MP/S 1/49 g/mL; temperatura 23 °C y
tiempo 16 min; recuperandose maximo de 92.70 g de proteina soluble/100 g de

proteina total.

El modelo matematico obtenido tuvo un coeficiente de correlacion (RZjustado =
0.9976) cercano al valor ideal (1) y sugiere que los valores estimados por el modelo

son consistentes estadisticamente.

Se obtuvo un aislado proteico con una pureza en proteinas de 92.45 por ciento (bs),
indice de blancura de 84.81 por ciento y rendimiento de extraccion de 12.22 g

aislado/100 g harina.

Las propiedades tecno-funcionales del aislado proteico de semillas de pajuro que se
mostraron superiores en general a otras semillas fueron: CFE con 103.33 por ciento
apH 8, EES con 60.88 por ciento pH 6, CRA con 3.53 g H2O/g aislado a pH 8, CAA
con 2.4 g aceite/g aislado, CE con 68.67 por ciento y EE con 91.30 por ciento,
mientras que la Solubilidad bajo las condiciones evaluadas se mostrd inferior con

43.64 por ciento a pH 8.



V1. RECOMENDACIONES

Determinar el perfil aminoacidico y la calidad nutricional del aislado proteico de

semillas de pajuro optimizado.

Identificar el tipo de proteinas extraidas.

Evaluar el comportamiento del aislado proteico de semillas de pajuro en diferentes

matrices alimenticias de acuerdo a sus propiedades tecno-funcionales.

Evaluar el uso y potencial de los subproductos generados durante el proceso de

extraccion proteica de pajuro.
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VI1II. ANEXOS

ANEXO 1: CURVA ESTANDAR DE ALBUMINA DE SUERO BOVINA
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ANEXO 2: ESTABILIDAD DE ESPUMA LUEGO DE 50 min




ANEXO 3: CAPACIDAD DE EMULSIFICACION

ANEXO 5: EXTRACCION PROTEICA DE LA HARINA DE SEMILLAS DE
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ANEXO 6: PROTEINA SOLUBILIZADA LISTA PARA LA PRECIPITACION

ANEXO 7: SOLUCION PROTEICA AJUSTADA A pH ISOELECTRICO
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ANEXO 9: ACONDICIONAMIENTO DE MUESTRAS A LIOFILIZAR

ANEXO 10: MUESTRA ANTES Y DESPUES DEL SECADO POR
LIOFILIZACION
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ANEXO 11: CALCULO DEL PORCENTAJE DE PROTEINA SOLUBLE
RECUPERADO EN LA ETAPA DE SCREENING

Cant. mg, Proteina Proteina »
N° Abs R usada Vol. (proteina) extraida en cant. Recuperacion Promedio
(mL) /mL usada proteica (%)
©) (muestra) (mg)

0.271 1 472 3291 15534 180 86.30

1 0269 1 1 472 3264 15408 180 85.60 86.77
0.277 1 47.2 3.372 159.14 180 88.41
0.269 1 472 3264 15408 180 85.60

2 0275 2 1 472 3345 157.87 180 87.71 86.18
0.268 1 472 3251 15345 180 85.25
0.289 1 469 3532 16566 180 92.03

3 02% 1 1 469 3626 170.06 180 94.48 92.85
0.289 1 469 3532 16566 180 92.03
0.287 1 47 3505 164.76 180 91.53

4 029 2 1 47 3546  166.65 180 92.58 91.65
0.285 1 47 3.479 16350 180 90.83
0.402 1 261 5046 13170 180 73.17

5 04 1 1 26.1 5.019 131.00 180 72.78 72.45
0.393 1 26.1  4.925 128.55 180 71.42
0.399 1 26 5006  130.15 180 72.30

6 0397 2 1 26 4979 12945 180 71.92 72.14
0.399 1 26 4999 12997 180 72.21
0.391 1 262 4899 12834 180 71.30

7 0393 1 1 262 4925 129.04 180 71.69 72.21
0.403 1 262 5059 13255 180 73.64
0.389 1 266 4872 12959 180 71.99

8 0383 2 1 266 4.791 127.45 180 70.81 72.13
0.397 1 266 4979 13244 180 73.58
0.39 1 263 4885 12848 180 71.38

9 0404 1 1 263 5073 13341 180 74.12 72.36
0.391 1 263 4899 12883 180 71.57
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ANEXO 12: ANALISIS DE VARIANZA DEL DISENO FRACCIONADO 253
UTILIZADO EN LA ETAPA DE SCREENING

Grado de Suma de Cuadrado o )
Fuente ) ) Valor F p Significancia
Libertad Cuadrados Medio
Modelo 7 754.7 107.81  563.89  0.000 falalel
Lineal 6 754.31 125.72  657.54  0.000 falalel
X1 1 8.62 8.62 45.08 0.000 falalel
X2 1 160.31 160.31  838.47  0.000 falalel
X3 1 69.04 69.04 361.12  0.000 falalel
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X4 1 42.56 42.56 222.61 0.000 folaal

Xs 1 7.32 7.32 38.3 0.000 folelal

Xe 1 466.45 466.45  2439.64 0.000 folelal
X1. X6 1 0.387 0.387 2.02 0.193 n.s
Error 8 1.53 0.191
Total 15 756.23

***Significancia para o = 0.001; n.s = no significativo
R? 0.9980
R? jiustado  0.9962

ANEXO 13: CALCULO DEL PORCENTAJE DE PROTEINA SOLUBLE
RECUPERADO EN LA ETAPA DE OPTIMIZACION

mg Proteina
Cant. Proteina _
Vol. (proteina) en cant. Recuperacion _
N° Abs. R usada extraida ) Promedio
(mL) /mL usada proteica (%)
(9)
(muestra) (mg)
0.283 1 473 3452 16327 180 90.71
1 0289 1 1 473 3532 167.08 180 92.82 92.12
0.289 1 473 3532 167.08 180 92.82
0.286 1 473 3492 16518 180 91.76
2 029 2 1 473 3546 167.72 180 93.17 92.82
0.291 1 473 3559 16834 180 93.52
0.321 1 372 3961 14735 180 81.86
3 032 1 1 372 3947 14685 180 81.58 82.23
0.326 1 372 4028 14984 180 83.24
0.321 1 373 3961 147.74 180 82.08
4 0324 2 1 373 4001 14924 180 82.91 82.54
0.323 1 373 3988 14874 180 82.63
0.319 1 372 3934 14635 180 81.30
5 0321 1 1 372 3961 14735 180 81.86 81.95
0.324 1 372 4001 14884 180 82.69
0.321 1 372 3961 14735 180 81.86
6 2 82.23
0.32 1 372 3947 14685 180 81.58
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6 0326 2 1 372 4.028 149.84 180 83.24 82.23
0.212 1 56.8 2501  142.05 180 78.92

7 0208 1 1 56.8 2447  139.00 180 77.22 78.07
0.21 1 56.8 2474  140.53 180 78.07
0.212 1 56.8  2.494  141.67 180 78.70

8 0.207 2 1 56.8 2434 13824 180 76.80 77.44
0.207 1 56.8 2434 13824 180 76.80
0.218 1 56.9 2581  146.87 180 81.59

9 0216 1 1 56.9 2554 14535 180 80.75 81.03
0.216 1 56.9 2554 14535 180 80.75
0.22 1 57 2.608  148.66 180 82.59

10 0.213 2 1 57 2514 14331 180 79.62 81.03
0.216 1 57 2.554  145.60 180 80.89
0.256 1 473 3.090 146.17 180 81.20

11 026 1 1 473 3144  148.70 180 82.61 82.38
0.262 1 473 3171  149.97 180 83.32
0.255 1 473 3.077 14553 180 80.85

12 0.264 2 1 473 3197 151.24 180 84.02 82.14
0.257 1 473 3104  146.80 180 81.56
0.275 1 46.8 3.345  156.53 180 86.96

13 0278 1 1 46.8 3.385 15841 180 88.01 87.54
0.277 1 46.8 3372  157.79 180 87.66
0.281 1 46.8 3425 160.29 180 89.05

14 0275 2 1 46.8 3.345  156.53 180 86.96 87.31
0.272 1 46.8 3.305 154.65 180 85.92
0.287 1 472 3505  165.46 180 91.92

15 0289 1 1 472 3532  166.72 180 92.62 92.74
0.292 1 472 3572  168.62 180 93.68
0.283 1 473  3.452  163.27 180 90.71

16 0.292 2 1 473 3572  168.98 180 93.88 92.47
0.289 1 473 3532 167.08 180 92.82

17 0257 1 1 46.5 3.104  144.32 180 80.18 81.79
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17 0262 1 1 46.5 3.171  147.43 180 81.91 81.79
0.266 1 46.5 3.224  149.92 180 83.29
0.263 1 46.4 3.184 14774 180 82.08

18 0.261 2 1 46.4  3.157  146.49 180 81.39 82.08
0.265 1 46.4 3.211  148.98 180 82.77
0.256 1 46.9 3.090 144.93 180 80.52

19 0254 1 1 46.9 3.063  143.68 180 79.82 80.05
0.254 1 46.9 3.063  143.68 180 79.82
0.251 1 47.1 3.023  142.40 180 79.11

20 0.259 2 1 471 3130 14744 180 81.91 80.64
0.256 1 471 3.090  145.55 180 80.86
0.342 1 374 4242  158.66 180 88.14

21 0339 1 1 374 4202 157.16 180 87.31 87.49
0.338 1 374 4189  156.65 180 87.03
0.335 1 374 4148  155.15 180 86.19

22 0343 2 1 374 4256  159.16 180 88.42 87.31
0.339 1 374 4202  157.16 180 87.31
0.228 1 57.1 2715 155.04 180 86.13

23 023 1 1 57.1 2742 156.57 180 86.98 85.99
0.225 1 571 2675 15274 180 84.86
0.228 1 57.2 2715 15531 180 86.28

24 0229 2 1 57.2 2729  156.07 180 86.71 86.14
0.226 1 57.2  2.688  153.78 180 85.43
0.334 1 372 4135  153.82 180 85.46

25 033 1 1 37.2 4081 15183 180 84.35 85.46
0.338 1 37.2 4189  155.82 180 86.56
0.332 1 37.3 4108 15324 180 85.13

26 0334 2 1 373 4135 15424 180 85.69 85.13
0.33 1 373 4081 15224 180 84.58
0.222 1 56.6  2.635 149.13 180 82.85

27 0216 1 1 56.6 2554 14458 180 80.32 81.59
0.219 1 56.6 2595  146.85 180 81.59
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0.225 1 56.5 2.675 151.14 180 83.96

28 0214 2 1 56.5 2528 14281 180 79.34 81.72
0.22 1 56.5 2.608  147.35 180 81.86
0.286 1 472 3492  164.83 180 91.57

29 0.286 1 1 472 3492  164.83 180 91.57 92.27
0.292 1 472 3572  168.62 180 93.68
0.292 1 471 3,572  168.26 180 93.48

30 0.283 2 1 471  3.452  162.58 180 90.32 9231
0.291 1 471 3559 167.63 180 93.13

ANEXO 14: ANALISIS DE VARIANZA DEL MODELO CUADRATICO EN LA
ETAPA DE OPTIMIZACION

Gradode Sumade Cuadrado Valor Valor

Fuente ) _ Significancia
Libertad Cuadrados Medio F P

Modelo 9 625.04 69.45 965.38 0.000 falaied

Lineal 3 213.40 71.14 988.82 0.000 falaied

Cuadratico 3 505.44 168.48  2341.96 0.000 falaied

Interaccion 3 31.90 10.63 147.79 0.000 falaied

Error 20 1.439 0.072

Falta de Ajuste 3 0.415 0.138 230 0.114 n.s

Error Puro 17 1.02 0.060

Total 29 626.48

***Significancia a un nivel de a =0.05; ns = no significativo
R? 0.9977
R2 ajustado 09976
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ANEXO 15: ANALISIS DE VARIANZA PARA LA CAPACIDAD DE
FORMACION DE ESPUMA (CFE)

Suma de Cuadrado
Fuente Gl ) Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 10577.30 3 3525.78 215.86  0.000
Intra grupos 130.67 8 16.33
Total (Corr.) 10708.00 11

Prueba Tukey (p < 0.05) para la Capacidad de Formacién de Espuma (CFE)

Factor N Media Agrupacion
pH 8 3 103.33
pH 6 3 54.67 B
pH 4 3 35.33 C
pH 2 3 26.67 C

ANEXO 16: ANALISIS DE VARIANZA PARA LA ESTABILIDAD DE ESPUMA
(EES) DESPUES DE 2 h

Suma de Cuadrado ]
Fuente Gl ) Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 3578.60 3 1192.87 204.38 0.000
Intra grupos 46.69 8 5.84
Total (Corr.) 3625.29 11

Prueba Tukey (p < 0.05) para la Estabilidad de Espuma (CFE) después de 2 h

Factor N Media Agrupacién
pH 6 3 60.88 A
pH 2 3 55.73 A
pH 4 3 54.85 A
pH 8 3 17.63 B
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ANEXO 17: ANALISIS DE VARIANZA PARA LA CAPACIDA DE RETENCION

DE AGUA (CRA)
Suma de Cuadrado
Fuente Gl ) Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 3.1766 3 1.05886 59.76 0.000
Intra grupos 0.1418 8 0.01772
Total (Corr.) 3.3183 11
Prueba Tukey (p < 0.05) para la Capacidad de Retencion de Agua (CRA)
Factor N Media Agrupacion
pH 8 3 3.53 A
pH 2 3 2.73 B
pH 6 3 2.70 B
pH 4 3 2.07 C
ANEXO 18: ANALISIS DE VARIANZA PARA LA SOLUBILIDAD
Suma de Cuadrado ]
Fuente Gl ) Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 2695.80 3 898.60 4986.76 0.000
Intra grupos 1.47 8 0.184
Total (Corridas) 2697.27 11
Prueba Tukey (p < 0.05) para la Solubilidad
Factor N Media Agrupacién
pH 8 3 43.64 A
pH 6 3 24.84 B
pH 4 3 1.63 C
pH 2 3 19.32 D
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