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RESUMEN

En la presente investigacion se optimizaron los factores de la extraccion alcalina y la
extraccion enzimatica asistida de la proteina del sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), a
partir de la torta desgrasada, aprovechando su alto contenido proteico (61,98 %; base seca)
y empleandose para la optimizacion la metodologia de superficie de respuesta (MSR). En
el método de extraccion alcalina, se realizO en primera instancia un Screening para
determinar las variables que afectan la extraccion de la proteina del sacha inchi utilizando
para ello el disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 2" con réplica en el
punto central, donde se determiné los factores mas influyentes sobre el rendimiento de
extraccion de la proteina (variable respuesta), el pH, la temperatura, la relacion materia
prima/solvente y la concentracion de NaCl. En la etapa de optimizacion se utilizé un
disefio compuesto central (DCC), dando como resultado las siguientes condiciones
optimas: temperatura de 54,2 °C, relacion materia prima/solvente de 1/41,8 (p/v) y
concentracion de NaCl de 1,65 M, bajo las condiciones de pH 9,5 y tiempo de 15 min;
obteniendo un rendimiento maximo de 30,2 g de proteina soluble/100g de proteina total
(valor experimental). En el método de extraccidn enzimatica asistida, se aplico
directamente la optimizacion mediante el DCC para el rendimiento de extraccion de
proteina (maximizar) y el grado de hidrdlisis (minimizar). Posteriormente, se aplicd una
optimizaciéon de respuestas multiples mediante la funcion de deseabilidad global de
Derringer, con la finalidad de obtener ambas respuestas simultaneamente, dando como
resultado las condiciones 6ptimas para cada factor de concentracion de enzima Alcalasa de
5,62 % y el tiempo de extraccion de 40,49 min; bajo las condiciones de pH 9,0, relacion
materia prima/solvente 1/50 (p/v) y temperatura de 55 °C, obteniendo un rendimiento
maximo de 44,78 g de proteina soluble/100g de proteina total y un minimo grado de
hidrolisis de 7,86 % (valor experimental). Habiéndose recuperado un aproximado de 48 %

mas de proteina respecto al método de extraccion alcalina.

Palabras claves: Plukenetia volubilis, superficie respuesta, extraccion alcalina, extraccion

enzimatica, DCC, grado hidrolisis.



ABSTRACT

In this research factors alkaline extraction and enzymatic extraction assisted protein sacha
inchi (Plukenetia volubilis L.) are optimized, from the defatted cake, taking advantage of
its high protein content (61,98 % dry basis) and being used to optimize the response
surface methodology (RSM). In the alkaline extraction method it was performed primarily
a screening to determine the variables that affect protein extraction sacha inchi by using the
completely randomized design (CRD) with factorial 2% with replication in the central point,
where the most influential factors on the extraction yield of the protein (response
variables), pH, temperature, raw material/solvent ratio and the concentration of NaCl was
determined. It used a central composite design (CCD) in step optimization, resulting in the
following optimum conditions: temperature of 54,2 °C, solvent/raw material ratio 41,8/1
(v/w) and NaCl concentration 1,65 M, under the conditions of pH 9,5 and 15 min time;
obtaining a maximum 30,2 g yield of soluble/100 g of total protein (experimental value)
protein. In the method of assisted enzymatic extraction, optimization is directly applied by
CCD for protein extraction yield (maximize) and the degree of hydrolysis (minimize).
Subsequently, a multiple response optimization was applied using the function of
Derringer overall desirability, in order to obtain both responses simultaneously, resulting in
optimal conditions for each factor Alcalase enzyme concentration of 5,62 % and the time
extracting 40,49 min; under the conditions of pH 9,0, solvent/raw material ratio 50/1 (v/w)
solvent and temperature of 55 °C material, obtaining a maximum 44,78 g yield of
soluble/100 g of total protein and a minimum degree of hydrolysis of 7,86 % (experimental
value). Having recovered approximately 48 % more protein relative to the alkaline

extraction method.

Keywords: Plukenetia volubilis, response surface, alkaline extraction, enzyme extraction,

CCD, hydrolysis degree.



. INTRODUCCION

Las proteinas vegetales constituyen hoy en dia una fuente importante para la nutricion humana,
especialmente en poblaciones de bajos ingresos de los paises en desarrollo (Evangelista,
2006). Debido a los suministros insuficientes de proteinas de calidad, se ha realizado una
constante busqueda de nuevas fuentes de proteinas, especialmente procedentes de las
semillas leguminosas, oleaginosas y cereales, que han aumentado considerablemente en las
ultimas décadas, como alternativas a las proteinas animales en la nutriciéon, como agentes
funcionales y componentes bioactivos no solo en los alimentos, sino también en

cosméticos y productos farmacéuticos (Zivanovic et al., 2010; Chang et al., 2014).

El sacha inchi, es una planta oleaginosa de la familia Euphorbiaceae, que crece en las
selvas tropicales del Pert en altitudes entre 200 y 1500 m.s.n.m. Las semillas contienen
alrededor de 54 % de aceite y 27 % de proteinas, ocupando un lugar importante entre las
semillas oleaginosas mas producidas en todo el mundo (soja, colza, algodén, mani y
girasol) (Guillén et al., 2003; FAO, 2009). En el Pert, la produccion del sacha inchi ha ido
en aumento, alcanzando en el 2010 un total de 860,28 TM; siendo la principal zona de
produccion San Martin (DRASAM, 2010; citado por Garcia, 2013). La finalidad principal
de su cultivo es la obtencion de aceite virgen y como subproducto de la extraccion, se

obtiene un residuo que recibe el nombre de torta.

La torta del sacha inchi es una valiosa fuente dietética de proteina 59 % (Pascual y Mejia,
2000; Ruiz et al., 2013). Sin embargo, no se ha utilizado como ingrediente alimentario
humano, ya que el concentrado o aislado de proteina no se produce comercialmente debido
a la falta de un método de extraccion de proteina tecnoldgicamente factible. Sin embargo la
torta del sacha inchi estd siendo ampliamente utilizado en la alimentacion de aves

(Muirragui, 2013) y peces (Escobedo, 2013).



Entre los métodos mas comunes que se recurren para la extraccion de proteinas vegetales
son a base de alcali, acido y asistida con enzimas. La extraccion con acidos, parece menos
prometedora, ya que, la extraccion de las proteinas es deficiente obteniendo valores muy
inferiores (Sari et al., 2013). La extraccion alcalina muestra mejores resultados y ha sido
probado en varias semillas oleaginosas como las semillas de calabaza (Quanhong y Caili,
2005), semillas de sandia (Wani et al., 2008), semillas de pimiento (Firatligil- Durmus y
Evranuz, 2010), harina de canola (Tan et al., 2011), semillas de uva (Lv et al., 2011),
avellana chilena (Villarroel et al., 2012), torta de palma (Chee y Ayob, 2013), entre otras.
Aunque, una extraccion alcalina demasiado severa conduce a varios efectos negativos,
como la racemizacion de los aminodcidos, la reduccion de la digestibilidad de la proteina y
el dafo de algunos aminoacidos (lisina y cisteina) que reducen el valor nutritivo de las
proteinas (Schwass y Finley, 1984). Para evitar la desnaturalizacion de la proteina y
reacciones secundarias durante la extraccion, se ha considerado la extraccion asistida con
enzimas como una buena opcion, (1) las carbohidrasas (celulasa, hemicelulasa y pectinasa)

(Ansharullah et al., 1997; Guan y Yao, 2008) y (2) las proteasas (Shen et al., 2008).

La eficiencia de la extraccion de la proteina puede ser afectada por varios factores
(temperatura, pH, tiempo, adicion de sales, concentracion de enzima, relacion sustrato
solvente, tamafio de particulas, etc.) en el proceso y sus efectos pueden ser independientes
o interactivos. Por lo tanto, la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) se convierte
en una herramienta util para optimizar los factores de extraccion, evaluar los multiples
factores e identificar sus interacciones significativas con el reducido nimero de ensayos
experimentales (Wani et al., 2008). Por lo general se utiliza un disefio experimental, tal
como el Disefio Compuesto Central (DCC) para adaptarse a un modelo polinomial de

segundo orden completamente empirico (Ortega et al., 2005).

Los objetivos del presente trabajo de investigacion fueron: (1) Determinar los factores que
afectan la extraccion de la proteina procedente de la torta del sacha inchi; (2) Maximizar el
rendimiento de extraccion de la proteina a partir de la torta del sacha inchi mediante el

método alcalino y el método con enzima asistida utilizando la MSR.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades sobre sacha inchi

El sacha inchi es una especie vegetal de la familia de Euphorbeaceae, cominmente
llamado también mani del monte, sacha mani, mani del Inca, sacha inchic, mani jibaro,
mountain peanut, inca peanut, inca nut (Gorriti, 2013). Esta planta nativa crece en la
Amazonia y en las gradientes altitudinales en América del Sur hasta Bolivia. Se puede
cultivar desde los 50 hasta los 2100 metros de altitud. Actualmente, se cultiva en la selva
alta y baja del Peru, en la region San Martin y en toda la cuenca de los rios Huallaga y

Mayo (Adrianzén et al., 2011).

Esta planta nativa de la Amazonia peruana ha sido conocida y utilizada por los pobladores
de estas regiones por miles de afios; fue utilizada por los pre-incas e Incas en su
alimentacion, como se evidencia en los ceramios Mochica y Chimu y en tumbas
prehispanicas que sugieren que civilizaciones pre incas la consumian 3000 A.C. (Garcia,

2013).

Como muchas otras especies amazonicas, el sacha inchi se desarrolla mejor en climas
calidos, himedos y en suelos acidos y arcillosos. Es un cultivo que presenta caracteristicas
favorables para la reforestacion y su produccion se inicia entre 6 y 7 meses después del
trasplante, con rendimientos promedio de entre 0,7 y 2,5 toneladas por hectarea a los 16

meses después de haber sido realizado el trasplante (Garcia, 2013).

La semilla del sacha inchi, dependiendo de sus caracteristicas varietales, posee un contenido de
grasas que oscila entre 49 % y 54 %, ademas de poseer entre un 29 y 33 % de proteinas. Esta
proteina presenta un contenido importante de aminoacidos esenciales y no esenciales, altas

cantidades de vitamina A, E y yodo (Rojas, 2003).



2.1.1. Clasificacién taxonémica

La clasificacion taxonomica de acuerdo a Téllez (2008) es la siguiente:

Reino Plantae

Division :  Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Subclase :  Rosidae

Orden :  Euphorbiales
Familia :  Euphorbiaceae
Género :  Plukenetia
Especie :  volubilis Linneo.

2.1.2. Produccion nacional del sacha inchi

En el Pert se produce sacha inchi en San Martin, Loreto y Ucayali. Las zonas productoras
del sacha inchi en San Martin se encuentran concentradas en la cuenca del Huallaga
(Tocache en el alto Huallaga, Picota y Bellavista en Huallaga Central, provincia de Lamas,
Valle de Sisa, Alto Mayo y Bajo Mayo). Existe, segiin la Direccion Estadistica de la
DRASAM un area potencial de aproximadamente 20000 hectareas en la zona para el
desarrollo del cultivo, en su mayoria en la parte centro del departamento (DRASAM, 2010;
citado por Garcia, 2013).

Las series historicas demuestran un incremento continuo en el area cultivada; en el caso de
la region San Martin, en el afio 2005 — 2006 el area cultivada fue de 1266 Ha logrando una
produccion de 209,50 TM; en el afio 2006 — 2007 se redujo a 907,50 Ha y una produccion
de 524 TM; en la campafia 2007 — 2008 se incremento6 a 1755 Ha logrando una produccion
de 882,50 TM; en el afio 2008 — 2009 aument6 a 1908 Ha y una produccion de 694 TM y
en el 2009 — 2010 el cultivo se increment6 a 1918,50 Ha produciendo 860,28 TM
(DRASAM, 2010; citado por Garcia, 2013).



2.2. Composicién quimica del sacha inchi

2.2.1. Semilla del sacha inchi

Los primeros reportes de analisis fueron realizados en la Universidad de Cornell (USA),
que indican que la almendra de las semillas contiene 54,8 % de aceite y 28,52 % de
proteina, ademas, se sefala que el aceite de sacha inchi tiene un alto contenido de acidos
grasos insaturados (oleico, linoleico y linolénico) (Hazen y Stoewesand, 1980; citado por

Manco, 2006).

Mientras que Hamaker et al. (1992) obtuvieron 54 % de aceite y 27 % de proteina; valores
muy similares a los indicados por Hazen y Stoewesand (1980); citado por Manco (2006).
Asi mismo, Garcia (1992) report6 los siguientes resultados con respecto a la composicion
quimica proximal del sacha inchi: proteina 24,22 %, grasa 43,10 %, carbohidratos 7,72 %
y ceniza 2,80 %. Por otro lado, Benavides y Morales (1994) obtuvieron en su
caracterizacion un 54 % de aceite y 28 % de proteinas en esta semilla. Pascual y Mejia
(2000) reportaron resultados en el anélisis quimico proximal de la semilla del sacha inchi,

con un alto contenido de proteinas, como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Analisis quimico de la semilla del sacha inchi en base seca (%0).

Pascual y Jagersberger Ruiz et al.
Componentes »
Mejia (2000) (2013) (2013)

Proteina 25,86 21,97 29,6
Grasa 54,90 40,48 49

Fibra 12,07 21,26 6,6
Ceniza 2,87 2,66 2,7
Carbohidratos 4,3 13,63 12,1

Por otro lado, Merino et al. (2008) realizaron la caracterizacion quimica de las semillas de
nueve ecotipos del sacha inchi. del “Centro de Investigaciones de Pucayacu” en Tarapoto y
San Martin. Se determin6 que los mejores ecotipos en cuanto a los valores de proteinas
totales, reportaron mayor porcentajes los ecotipos 12 y 18 con 44,55 % y 45,07 %
respectivamente, y menor porcentaje el ecotipo 17 con 33,58 %, asi como se muestra en el

Cuadro 2.



Cuadro 2: Analisis centesimales en la semilla de nueve ecotipos del sacha inchi, en

base seca.
Ecotipos Analisis centesimales (%)
Ceniza Proteina Grasa Carbohidratos

2 2,20 35,43 21,50 47,15
3 2,46 36,50 16,15 52,05
4 2,44 35,34 21,52 50,85
5 2,55 36,63 15,08 52,96
6 2,36 37,44 12,05 55,75
9 2,30 37,05 8,34 59,24
12 2,60 44,55 9,58 50,08
17 2,34 33,58 10,73 60,13
18 2,38 45,07 8,08 50,53

FUENTE: Merino et al. (2008).

Gutiérrez et al. (2011) reportaron con respecto a la composicion quimica en la semilla del
sacha inchi, un contenido de humedad, aceite, proteina, carbohidrato y cenizas de 3,3 %,
41,4 %, 24,7 %, 30,9 % y 4 %, respectivamente y principales minerales presentes en la

semilla al potasio (5563,5 ppm), magnesio (3210 ppm) y calcio (2406 ppm).

Sathe et al. (2012) analizaron muestras de harinas desengrasadas de semillas del sacha
inchi, determinando su porcentaje de proteina (59,1 %); humedad (8,32 %); cenizas

(6,46 %) y el contenido de hidratos de carbono solubles en la harina desgrasada (1,03 %).

2.2.2. Torta del sacha inchi

La torta es un subproducto resultante de la trituracion de las semillas para obtener aceite
comestible, representa una importante fuente de proteinas, especialmente por las
caracteristicas nutricionales y funcionales que puede aportar a los alimentos (Kinsella,
1976). El sistema de fabricacion que se emplea para facilitar la separacion del aceite en las
semillas, requiere el uso del vapor indirecto (alta temperatura) y la friccion de la prensa
continua durante el proceso. El proceso a elevada temperatura, utiliza prensas continuas

para extraer el aceite de las semillas debidamente acondicionadas (rotura y laminacion



previa), produciendo tortas que con un contenido residual de aceite entre el 8§ —

10 % (Aceites de Semillas, 2009).

Segun Cheftel y Cheftel (1980) la extraccion del aceite se efectua, mediante presion,
seguida en algunos casos de un disolvente. No obstante, dada la diversidad de materias
primas vegetales, la extraccion suele ir precedida de distintos tratamientos mecéanicos, para
eliminar materias extrafias o conseguir el descascaro y rotura. En ciertos casos antes o
después del triturado, se aplica un tratamiento con vapor (15 a 90 mm a 70 — 130 °C), pues
tiene la ventaja de hacer estallar las células, con lo que el aceite se libera mas facilmente y
se destruyen algunas sustancias indeseables, como el gosipol, presente en las semillas de

algodon, asi aumenta el rendimiento pero la calidad desciende.

Por otra parte, Cheftel y Cheftel (1980) mencionan que para la obtencion de aceite virgen,
se realiza exclusivamente por presion en frio con prensa hidraulica, sin ninguna otra
operacion salvo la decantacion, centrifugacion, filtracion y desaireacion bajo vacio, en frio;
para evitar cualquier tipo de desnaturalizacion de sus propiedades y asegurar la estabilidad
de las moléculas de los 4cidos grasos. Segun Ferchau (2000) la torta obtenida por prensado
en frio, son mas valiosos en aceite residual (8 — 12 %) y por lo tanto es mas til para la
alimentacion de animales, que la torta obtenido normalmente por prensado en caliente o
extraccion con solventes. En la Figura 1 se muestra la presentacion final de la torta del

sacha inchi (plaquetas), después del proceso de prensado en frio.

Figura 1: La torta del sacha inchi, presentado en plaquetas.
FUENTE: Archivo propio (2015).



Pascual y Mejia (2000) determinaron un alto porcentaje de proteinas (58,72 %) en la torta
del sacha inchi proveniente de Pucallpa; Mercado (2012) determin6 un 53 % de proteina,
proveniente de San Martin, mientras que Jagersberger (2013) encontr6 un 51,76 %,
proveniente de Amazonas y Ruiz et al. (2013) encontraron un 59 % de proteina, en la torta
de la semilla proveniente de San Martin. En el Cuadro 3 se presenta la composicion

proximal de la torta del sacha inchi, reportados por los autores citados.

Cuadro 3: Composicion quimica proximal de la torta del sacha inchi en base seca (%6).

Pascual y Mercado Jagersberger Ruiz et al.
Componentes B
Mejia (2000) (2012) (2013) (2013)
Proteina 59,13 53,73 51,76 59
Grasa 6,93 20,49 19,9 7,8
Fibra 17,30 3,12 21,43 4,5
Ceniza 8,72 6,07 5,50 4.8
Carbohidratos 7,91 18,83 1,41 239

2.3. Aminoécidos de la semilla y torta del sacha inchi

El perfil de aminoacidos del sacha inchi es comparable con algunas oleaginosas. Segun
Hamaker et al. (1992) el perfil de aminoacidos de la semilla del sacha inchi incluye
fenilalanina + tirosina (79 mg/g), leucina (64 mg/g), tirosina (55 mg/g), isoleucina (50
mg/g), lisina (43 mg/g), treonina (43 mg/g) y valina (40 mg/g). Los niveles de leucina y
lisina son menores que en la proteina de soya, aunque iguales o mejores que la proteina de
mani, algodon o girasol. El contenido de aminoacidos azufrados (metionina y cisteina),
tirosina, treonina y triptéfano se presentd en mayores cantidades. El triptéfano fue mas del
doble y la cisteina cercana al doble de los niveles de las otras fuentes proteicas tal como se

muestra en el Cuadro 4.

Sathe et al. (2002) solubilizaron las proteinas de la semilla del sacha inchi y cuantificaron
los aminoacidos mas abundantes: acido glutdmico (133 mg/g de proteina) y la glicina (118
mg/g de proteina). Las proteinas solubilizadas mostraron un patrén polipeptidico que se
caracterizo en el rango de 10 — 70 kDa. En un estudio reciente, Ruiz et al. (2013)

compararon el perfil de aminoacidos de la semilla y torta del sacha inchi, encontrando



deficiencia en los aminoacidos lisina, leucina y fenilalanina + tirosina, en la torta, dichos

resultados se presenta en el Cuadro 5.

Cuadro 4: Perfil de aminoacidos esenciales de la semilla del sacha inchi comparada

con otras semillas oleaginosas.

FAO/OMS
Aminoacidos S_aCh? Soya | Mani | Algodén | Girasol | Canola” | Patrén de
ineh puntacién
Total de proteina, % 27 28 23 33 24 25 -
Histidina 26 25 24 27 23 27 19
Isoleucina 50 45 34 33 43 40 28
Leucina 64 78 64 59 64 70 66
Lisina 43 54 35 44 36 58 58
Metionina 12 13 12 13 15 19 -
Cisteina 25 13 13 16 15 17 -
Metionina + Cisteina | 37 26 25 29 30 36 25
Fenilalanina 24 49 50 52 45 19 -
Tirosina 55 31 39 29 19 31 -
Fenilalanina +
79 80 89 81 54 50 53
Tirosina
Treonina 43 39 26 33 37 45 34
Triptéfano 29 13 10 13 14 13 11
Valina 40 48 42 46 51 50 35

FUENTE: Hamaker et al. (1992); Shahidi (1990)*.

Los valores mostrados estan en mg/g de proteina (N x 6.25).

2.4. Proteinas vegetales

Las proteinas vegetales juegan un papel importante en la nutricion humana, especialmente
en los paises en desarrollo, donde la ingesta promedio de proteinas es inferior a la
requerida (Evangelista et al., 2006). Debido a los suministros insuficientes de proteinas de
calidad, ha habido una constante busqueda de legumbres no convencionales y oleaginosas
como nuevas fuentes de proteinas para su uso como ingredientes de alimentos funcionales
y suplementos nutricionales (Chang et al., 2014).
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Cuadro 5: Perfil de aminoacidos en la semilla y torta del sacha inchi.

Contenido en mg/g de proteina
Aminoacidos
Semilla | Torta | FAO/OMS
Acido aspartico 14 11 -
Acido glutamico 30 21 -
Asparagina 80 46 -
Serina 18 61 -
Treonina 36 64 34
Glicina 218 201 -
Alanina 14 22 -
Arginina 44 17 -
Prolina 23 59 -
Valina 40 47 35
Metionina 14 17 -
Isoleucina 26 30 28
Leucina 37 39 66
Fenilalanina 13 20 -
Cisteina 8 11 -
Metionina + Cisteina 22 28 25
Lisina 28 12 58
Histidina 17 32 19
Tirosina 58 24 -
Glutamina 31 65 -
Triptofano 13 11 11

FUENTE: Ruiz et al. (2013).



Las proteinas vegetales que se aplicaran con éxito en productos alimenticios, deben poseer
varias caracteristicas deseables, tales como propiedades funcionales y un contenido
adecuado de aminoacidos esenciales (Semiu et al., 2009). Las proteinas que se utilizan en
la industria alimentaria son de diversas fuentes, tales como animal (gelatina), vegetal (soja,
mani y proteinas de maranon), y derivados de fuente animal (proteinas de la leche). Con el
aumento de las necesidades de proteinas, las nuevas fuentes han sido desarrolladas, tales
como concentrados y aislados de proteina de anacardos (Semiu et al., 2009) y semillas de
algodoncillo (Mila et al., 2009). Recientemente, se ha convertido en popular obtener
proteinas tanto con funcionalidad ideal y bioactividad, tales como el aislado de proteina de
semilla de colza, que exhibe actividad antioxidante (Semiu et al., 2009) y el de lupino que

muestra actividad antihipertensiva (Boschin et al., 2014).

La funcion biologica de las principales proteinas vegetales que se explotan comercialmente
es formar parte del endosperma de la semilla, a la que nutren durante la germinacion y
desarrollo, procesos durante los que se modifican los niveles de las diferentes proteinas. El
grupo proteinico preponderante varia de acuerdo al grupo de plantas del que se trate: en el
caso de los cereales dominan las glutelinas, en las leguminosas las globulinas (Badui,

2006).

Las proteinas de origen vegetal son usadas como ingredientes en formulas nutricionales
dietéticas y productos emulsionados e igualmente como extensores en productos carnicos
(Andugjar et al., 2000; citado por Jaimes et al., 2012). El Codex Alimentarius (1995) los
denomina Productos Proteinicos Vegetales (PPV), los cuales pueden clasificarse
dependiendo de su porcentaje de proteinas en: harinas proteinicas (50 — 65 %),
concentrados proteinicos (65 — 90 %) y aislados proteicos (> 90 %). Los aislados proteicos
son la forma comercial mas purificada, que se logran eliminando los polisacéridos,
oligosacaridos y algunos otros componentes ya sea por: hidrélisis y posterior precipitacion,
por adicién de acido, controlando los diferentes parametros como: el pH, temperatura,
solubilidad y otros, que permiten el enriquecimiento de la proteina requerida (Bohinski,
1976). En el Cuadro 6 se presenta las diversas proteinas vegetales segiin su contenido de

proteina total.
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Cuadro 6: Contenido proteinico de las principales semillas cultivadas.

Cultivo Proteina total %
Leguminosas
Garbanzo 20 -28
Haba 20 —30
Lenteja 23-29
Frijol 19-21
Chicharo 21-28
Cacahuate 25-28
Soya 32-42
Oleaginosas
Algodon 17 -21
Colza 20-25
Ajonjoli 25
Girasol 27

FUENTE: Badui (2006).

2.4.1. Solubilidad de las proteinas en el agua

La solubilidad de las proteinas esta determinada por tres factores principales: (1) su grado
de hidratacion, (2) su densidad y distribucion de cargas a lo largo de la cadena, y (3) la
presencia de compuestos no proteicos como fosfatos, carbohidratos o lipidos que puedan
tener un efecto estabilizante (Badui, 2006). Desde el punto de vista termodinamico, la
solubilizacion corresponde a una disociacion simultanea de las moléculas del disolvente y
de las moléculas de proteinas, previa a una dispersion de estas ultimas en el disolvente, con
una superficie interfacial de maximo contacto entre la proteina y el disolvente. Por tanto,
para que una proteina pueda solubilizarse serd necesario que reaccione, en todo lo posible,
con el disolvente (enlaces hidrogeno, interacciones dipolo — dipolo e ionicas). La
solubilidad depende fundamentalmente del pH, fuerza idnica, tipo de disolvente,
temperatura (Cheftel et al., 1989) y relacion materia prima: solvente (Rodrigues et al.,
2012).
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a. Influencia del pH

Una proteina, con valores de pH superiores o inferiores al punto isoeléctrico, tiene carga
negativa o positiva y las moléculas de agua reaccionan con estas cargas contribuyendo asi
a su solubilizacion. Ademas, las cadenas proteicas que llevan cargas eléctricas del mismo
signo, tienen tendencia a repelarse y por tanto a disociarse y desdoblarse. Si se representa,
en funcion del pH, las variaciones de la solubilidad de una proteina determinada, se
obtiene, corrientemente, una curva en V o en U, en la que el minimo corresponde al punto
isoeléctrico (pl). La solubilidad, y por tanto el rendimiento de la extraccion, es mayor a pH
alcalino que a pH acido. Para valores de pH proximos al pl, las moléculas proteicas que
manifiestan un minimo de interacciones con el agua y sus cargas netas, son lo bastante
débiles para que puedan aproximarse las cadenas polipeptidicas. Algunas veces, se forman
estos agregados, lo que puede conducir a una precipitacion. La cantidad de precipitado
aumenta cuando la densidad de los agregados difiere mucho de la del disolvente y es

grande el diametro de los nuevos agregados (Cheftel et al., 1989).

b. Influencia de la temperatura

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

por aumento de las fuerzas de atraccion entre las proteinas (Jeantet et al., 2010).

¢. Influencia de la fuerza iénica

El efecto de la fuerza ionica sobre la solubilidad de las proteinas se manifiesta en dos fases.
Para las concentraciones bajas de sal, un incremento de la fuerza idnica favorece la
aparicion de carga en la superficie de la proteina lo que aumenta su potencial de superficie
y su hidratacion: la solubilidad de la proteina aumenta, es el efecto salting-ing. Para
valores elevados de fuerza ionica, las cargas de superficie de la proteina estan neutralizadas
y la hidratacion disminuye: la solubilidad disminuye, lo que puede conducir a Ia

precipitacion, es el efecto salting-out (Jeantet et al., 2010).
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d. Influencia de los disolventes

La adicion de algunos disolventes, tales como el etanol o la acetona, a una solucion acuosa
de proteina, disminuye la constante dieléctrica del medio. De esta forma disminuyen las
fuerzas electrostaticas de repulsion existentes entre las moléculas proteicas, lo que
contribuye a su agregacion y precipitacion. Estos disolventes entran asi en competencia
con las moléculas de agua y por tanto pueden reducir la solubilidad de las proteinas

(Cheftel et al., 1989).

e. Influencia relacion materia prima/solvente

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

cantidad de proteinas a solubilizar (Ventura et al., 2005).

2.4.2. Clasificacion de las proteinas

Segun Badui (2006) las cuatro categorias en las que se clasifican las proteinas de acuerdo

con las caracteristicas de solubilidad son las siguientes:

e Albuminas: Se solubilizan en agua a pH 6,6.
¢ Globulinas: Son solubles en soluciones salinas diluidas a pH 7.
e Glutelinas: Son solubles en soluciones acidas (pH 2) y alcalinas (pH 12).

e Prolaminas: Son solubles en etanol al 70 %.
Cabe mencionar que las prolaminas como las glutelinas son proteinas altamente

hidrofébicas. Algunas proteinas globulares conservan una fuerte solubilidad a cualquier

valor de pH (Jeantet et al., 2010).
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Sathe et al. (2012) reportaron que la albumina, globulina y glutelina fueron las fracciones
mas importantes entre las proteina solubles de la harina de semilla del sacha inchi, la
prolamina contribuye en pequefia proporcion. Sefiala también que el 90 % de proteinas de
la harina de semilla del sacha inchi pueden solubilizarse y que las fracciones de proteinas,
albaminas (43,7 %), globulinas (27,3 %), prolaminas (3 %) y glutelinas (31,9 %)

representaron el total de proteinas solubles acuosas.

2.5. Extraccion de proteinas

Callisaya (2011) indica que la moderna tecnologia de alimentos permite una utilizacion
mas eficaz de las proteinas vegetales, mediante la elaboracion de extractos proteicos de
mayor calidad, ademas del adecuado control de sus propiedades hace que su utilizacion sea
cada vez mas frecuente en la formulacion de alimentos nuevos. Entre los fines perseguidos
cuando se extraen las proteinas vegetales estan: nutricional, funcional, organoléptico y

econdémico.

Linden y Lorient (1996) reportan que en la solubilizacién de la proteina intervienen al

menos cuatro factores simultineamente: pH, fuerza idnica, temperatura y el tipo de
solvente. Los pHg alcalinos producen una maxima solubilidad de la proteina; sin embargo a

partir de pH 10 se provoca una racemizacion de los aminoacidos y la formacion de puentes
covalentes intra o intermoleculares disminuyendo la digestibilidad de la proteina. El
aumento considerable de la fuerza idnica disminuye la solubilidad a pH extremos, las

temperaturas bajas son preferidas pues son poco desnaturalizantes.

Segin Rodriguez (1981) los factores que también intervienen en la extraccion de la
proteina son: el tamafio de particula de la harina y la relacion solvente/materia prima. A un
menor tamafio de particula de la harina y una mayor relacion materia prima/solvente se
obtiene una mayor solubilidad proteica; estas relaciones tienen un limite de maxima
efectividad las cuales estan en funcion del tipo de materia prima utilizada. Fennema (2010)
indica para la obtencion de proteina aislada de leguminosas utilizar semillas desgrasadas,
para poder extraer la proteina, la presencia de lipidos provoca durante la solubilizacion
alcalina la formacion de emulsiones establecidas por las proteinas, las cuales son

resistentes a la centrifugacion.
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En la Figura 2, se muestra una vision integral de técnicas de extraccion y fraccionamiento

de proteinas y péptidos en los diversas fuentes de alimentos.

Homogenizacion
ultrasénica

Homogenizacion

mecanica

METODOS DE DESTRUCCION CELULAR PROTEINAS

Homogenizacion
de presion

METODOS DE
ENRIQUECIMIENTO
DE PROTEINAS

4

Tratamientos
térmicos

Osmoticos y
detergentes

ALIMENTOS

Solucién FIUId?S

Lipidos acuosa subcritico ——
Carbohidratos Prec1'p1tac19n
Ac. Nucleicos Centrifugacion

Fenoles SOLUBILIZACION/PRECIPITACION Hidrolisis Electroforesis

Proteinas Cromatografia

Péptidos

Minerales

Vitaminas

Cromatografia liquida de
baja presion

PEPTIDOS

LIMPIEZA PRELIMINAR DE LA
MUESTRA'Y FRACCIONAMIENTO

Ultrafiltracion

Figura 2: Esquema de las técnicas de extraccion y fraccionamiento de proteinas y

Extraccion de
fase solida

péptidos empleados en los alimentos.

FUENTE: Martinez et al. (2013).
2.6. Métodos de extraccion de proteinas
2.6.1. Extraccion alcalinay precipitacion isoeléctrica

Este procedimiento se basa en la solubilizacion de las proteinas en un medio alcalino; la

solucion se filtra y se centrifuga para eliminar los polisacaridos insolubles (incluye la fibra)
16



(Fennema, 2010). Fidantsi y Doxastakis (2001) indican que mediante este método de
extraccion proteica se obtiene principalmente globulinas y una considerable cantidad de

polisacaridos pero no albuminas.

Segun Ramirez et al. (2007); citado por Urrutia (2010) este método consiste en el uso de
una base para solubilizar las proteinas, comunmente se utiliza hidroxido de sodio NaOH
para la extraccion alcalina, posteriormente se procede a la precipitacion isoeléctrica
(solubilidad minima de las proteinas a pH alrededor de 4.,5). Generalmente el
procedimiento consiste en mezclar harina con agua destilada en relacion de 1/10, ajustando
el pH a 9 con NaOH 0,1 N. La extraccion se realiza agitando la suspension por 45 minutos
a temperatura ambiente. Para separar la proteina extraida del residuo, el extracto se
centrifuga a 10000 rpm. La precipitacion de las proteinas aisladas se realiza ajustando el
pH a 4,5 con HCI 0,1 N. El aislado proteico precipitado se recupera por centrifugacion a
10000 rpm (30 min a 4 °C), posteriormente se procede a lavar preferentemente dos veces

con agua quimicamente pura.

Por otra parte, Shen et al. (2008) las proteinas en las células vegetales son poco solubles en
agua debido a su naturaleza hidréfoba y la unién de disulfuro entre las moléculas de
proteina. Se cree que la alta concentracion alcalina ayuda a romper los enlaces de
hidrégeno y disociar el hidrogeno del carbdlico y grupos sulfato. El aumento de la carga de
la superficie de las moléculas de proteinas nos llevara a un aumento de solubilidad en agua.
Esto ha sido demostrado por Guo et al. (2005), que utiliza una solucion de NaOH 0,1 M y
consigue el 55 % de extraccion de proteinas de arroz. Otras investigaciones se realizaron
en semillas de pimiento (Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010), legumbres (guisantes,
garbanzos, lentejas y frijoles) (Boye et al., 2010), torta de leche de coco (Chambal et al.,
2012), té (Shen et al., 2008), entre otros.

2.6.2. Extraccién alcalina con adicién de sal

Las sales neutras ejercen efectos pronunciados sobre la solubilidad de las proteinas
globulares. A baja concentracion, las sales incrementan la solubilidad de muchas proteinas,
fenomeno que recibe el nombre de solubilizacion por salado. Las sales de iones divalentes
tales como el MgCl, y el (NH4)>SO,, son mucho mas eficaces en la solubilizacion de las

proteinas que las sales de iones monovalentes tales como el NaCl, KCl y NH4Cl. Las
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capacidades de las sales neutras para influir en la solubilidad de las proteinas esta en
funcion de su fuerza ionica que constituye una medida tanto de la concentracion como del
numero de las cargas eléctricas existentes en los cationes y aniones aportados por la sal. El
efecto de la solubilidad por salado esta causado por cambios de tendencia a la ionizacion

de los grupos -R disociables de la proteina (Nelson y Cox, 2001).

De manera similar existe un trabajo de extraccion de proteinas a partir de la harina
desgrasada de la semilla del sacha inchi por el método de extraccion alcalina adicionada
con NaCl, realizado por Sathe et al. (2012), donde hallaron la maxima extraccion de
proteinas a pH 12 (con NaOH), temperatura ambiente, relacion harina/solvente 1/10 (p/v),
NaCl 2 M y tiempo de extraccion de 15 minutos, obteniendo un rendimiento de
recuperacion de proteinas de 79,5 %. Estudios recientes reportan el uso principalmente de
las sales de sodio y calcio para extraer proteinas de diferentes alimentos vegetales (Ghaly y
Alkoaik 2010; Lestari et al., 2010; Karaca et al., 2011; Nadal et al., 2011). Como el caso
de la torta de palma asistida con hexametafosfato de sodio (1,5 %), que se obtuvo un
rendimiento de recuperacion de proteinas de 28,86 % (Chee y Ayob, 2013); las semillas de
melon amargo con NaCl (1,3 M), obtuvieron un rendimiento de 80,4 % (Horax et al.,
2011); girasol 80 % (NaCl 2,8 M) (Pickardt et al., 2009); frijol castilla 87 % (NaCl 0,15
M) (Mune et al., 2008); las semillas de calabaza 32 % (NaCl 4,26 %) (Quanhong y Caili,
2005) y canola 48,4 % (NaCl 0,1 M) (Milanova et al., 2003).

2.6.3. Extracciéon enzimatica asistida

La extraccion enzimatica asistida ha despertado un gran interés, y se ve como un método
alternativo para extraer proteinas de semillas oleaginosas (Sui et al., 2011). Las enzimas
pueden ayudar en la extraccion de proteinas de varias maneras. Carbohidrasas, que pueden
atacar los componentes de la pared celular, pueden aumentar el rendimiento de proteina
liberando mas proteina de la fuente de la matriz. Una combinacion de enzimas (es decir,
Viscozyme L) para hidrolizar la pared celular, se ha utilizado para escindir enlaces dentro
de la matriz de polisacarido de manera efectiva y, por tanto, liberar mas proteina

intracelular a partir de salvado de avena (Guan y Yao 2008).

En los ultimos afos, diferentes proteasas, solos o en combinacion, se han utilizado para

hidrolizar parcialmente proteinas a péptidos, aumentando su solubilidad y hacerlas mas
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facilmente extraibles. De Moura et al. (2011) desarrollaron un proceso de extraccion
enzimdatica asistida de dos etapas en contracorriente para la soja, reduciendo
significativamente la cantidad de agua utilizada. Lograron ligeramente, altos rendimientos

de aceite y proteinas que los de extraccion estandar enzimatica asistida de una sola etapa.

La extraccion enzimatica asistida de proteinas ha sido definida como una alternativa
ecoldgica, segura y barata para extraer aceite y proteinas simultaneamente (Latif y Anwar
2009). Ademas, este proceso evita dafios graves a las proteinas producido por las etapas de
refinacion, mejorando sus propiedades nutricionales y funcionales (Dominguez et al.,
1994). Sin embargo, y aunque el proceso de extraccion enzimatica no produce productos
quimicos toxicos, muestra algunas desventajas, tales como el largo tiempo requerido y el
elevado costo de las enzimas. El uso de enzimas inmovilizadas en la extraccion de proteina
puede reducir el costo global permitiendo la reutilizacion de las enzimas (Sari et al., 2013).

Algunos estudios que utilizan este proceso de extraccion se muestran en el Cuadro 7.

2.7. Hidrolisis enzimatica de la proteina

En los hidrolizados de proteinas se alteran sus diversas caracteristicas tecnofuncionales,
tales como la solubilidad, viscosidad, caracteristicas sensoriales, emulsion y caracteristicas
de la espuma, que les conceden ventajas para el uso en muchos productos alimenticios,
respecto a las proteinas originales (Yin et al., 2008; Ruiz et al., 2007). Segiin Acchouri et
al. (1998) el grado de hidrolisis 6ptimo para mejorar las propiedades tecnofuncionales es
menor al 3 %, ya que una hidrélisis intensa aumenta la solubilidad y perjudica las

propiedades gelificantes, espumantes y emulsificantes de las proteinas de los alimentos.

Por otra parte, las propiedades tecnofuncionales de los hidrolizados de proteina dependen
del grado de hidrolisis (GH) y de las propiedades fisicoquimicas de los polipéptidos en el
hidrolizado (Adler-Nissen, 1986). Asi mismo, los hidrolizados que se producen para su uso
en alimentacion se pueden agrupar en: hidrolizados con bajo grado de hidrolisis, entre 1 %
y 10 %, para la mejora de las propiedades tecnofuncionales y para su uso como
saborizantes; por ultimo, hidrolizados extensivos, con grado de hidrolisis superior al 10 %,

para su uso en alimentacion especializada (Benitez et al., 2008).
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Cuadro 7: Extraccion enzimatica asistida de algunas fuentes de alimentos.

) ) Proteina )
Enzima Alimento Muestra ] Referencia
extraida (%)
Arroz Salvado 81 Hamada 2000
Avellana Semilla 92,2 Sui etal. 2011
Alcalasa™ Pino Semilla 87,4 Wang et al. 2011
Mani Semilla 82,5 Wang et al. 2008
Mani S. tostada 80,1 Zhang et al. 2011
Alcalase + .
Té Hoja 34 Shen et al. 2008
Protamex (1:3)
Proteasa alcalina Arroz Arroz partido 75,5 Hou et al. 2010
Flavourzyme Arroz Salvado 88 Hamada 2000
Glucoamilasa Lenteja Haba - Bildstein et al. 2008
Neutrasa 1,5MG Coco Jugo 83 Sant’Anna et al. 2003
Olivex + )
Guevina avellana Torta 65 Moure et al. 2002
Celluclast
Papaina Arroz Arroz partido 46,3 Hou et al. 2010
Pectinasa +
Arroz Salvado 80 Tang et al. 2003
Proteasa P
Fitasa Arroz Salvado 80 Wang et al. 1999
Protex 40XL Colza Harina 80 Sari et al. 2013
Lupino Semilla 77,2 Jung 2009
Protex 6L
Soya Hojuelas 96 De Moura et al. 2011
Protex 5L Colza Harina 61 Sari et al. 2013
Sésamo Semilla 87,1 Latif y Anwar 2011
Protex 7L ]
Moringa oleifera Semilla 75,4 Latif y Anwar 2009
Coco Jugo 83 Sant’Anna et al. 2003
Viscozyme L Avena Salvado 55,7 Guan y Yao 2008
Soya Harina 56,3 Rosset et al. 2012
Viscozyme L +
Arroz Salvado 37 Tang et al. 2002
Cellulast 1,5L
Xilanasa Arroz Salvado 82 Wang et al. 1999
Xilanasa +
Arroz Salvado 75 Wang et al. 1999
Amilasa Fitasa
Tripsina Palma Torta 61 Chee et al. 2012

FUENTE: Martinez et al. (2013).




2.7.1. Grado de hidrdlisis

El grado de hidrolisis es la propiedad fundamental de un hidrolizado y va a determinar en
gran medida las restantes caracteristicas del mismo y por tanto su posible uso. Se define
como el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion a la proteina original (Adler-
Nissen, 1986). El grado de hidrolisis final esta determinado por las condiciones utilizadas,
siendo éstas, la concentracion de sustrato, naturaleza de la enzima, temperatura, pH,
relacion enzima — sustrato y el tiempo de reaccion. Si el proceso de hidrolisis no se
controla, el pH de la soluciéon cambiard después del inicio de la hidrolisis debido a la
formacién de grupos aminos nuevos, los cuales son capaces de liberar o aceptar protones,
dependiendo del pH de la hidrolisis. A un pH bajo todos los grupos amino estan
protonados y solamente parte de los grupos carboxilo estan desprotonados, resultando en
una captacion neta de protones por cada enlace peptidico roto, causando un incremento del
pH. A pH neutro y alcalino la hidr6lisis resulta en una disminucion de pH, pues todos los
carboxilos estan desprotonados y solamente parte de los grupos amino estan protonados.
Con el fin de prevenir un cambio de pH durante la hidrolisis, la reaccion deberia Ilevarse a
cabo en un sistema buffer o en un sistema de pH — stat (mantiene la disolucion de proteinas
a pH constante afiadiendo NaOH) en el cual el pH se fija en el valor deseado (Benitez et

al., 2008). Los métodos para medir el grado de hidroélisis se basan en:

e La determinacion de los grupos a-amino libres, utilizando los reactivos como
ninhidrina, ortoftaldialdehido (OPA) y éacido trinitrobencenosulfonico (TNBS)
(Adler-Nissen, 1986).

e La determinacion de nitrogeno soluble; utilizando el método de Kjeldahl (A.O.A.C.

2005), método de Biuret (Hung et al., 1984) o el método de Lowry et al. (1951).

2.7.2. Proteasas comerciales

Actualmente se encuentran disponibles comercialmente muchas proteasas de grado
alimentario. Estas proteasas pueden ser clasificadas, por su origen, (animal, vegetal,
bacteriano o fingico), por su modo de accion catalitica (endo- o exo-actividad) o con base
en su sitio catalitico. Las endoproteasas hidrolizan enlaces amidicos dentro de la cadena de
la proteina. Las exoproteasas, por el contrario, eliminan aminoéacidos terminales de las

proteinas o péptidos. La naturaleza del centro catalitico de las proteasas difiere de acuerdo
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con los aminoacidos y otros ligandos que intervienen en la formacion del complejo enzima
— sustrato. Las primeras enzimas proteoliticas utilizadas en la industria alimentaria fueron
proteasas pancreaticas de origen animal, si bien cada vez estan adquiriendo mayor
importancia las de origen bacteriano o fungico. Los preparados enzimaticos suelen ser
mezclas de estas enzimas y normalmente se venden en estado liquido o como polvos

(Benitez et al., 2008).

En el Cuadro 8 se presentan algunas de las proteasas comerciales de grado alimentario

disponibles en el mercado y se indica la especificidad de parte de ellas.

2.8. Metodologia de superficie de respuesta

La Metodologia de Superficies de Respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas
matematicas utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de interés
esta influenciada por varios factores de caracter cuantitativo. El propoésito inicial de estas
técnicas es disefiar un experimento que proporcione valores razonables de la variable
respuesta y, a continuacion, determinar el modelo matematico que mejor se ajusta a los

datos obtenidos (Montgomery, 2002).

Segun Montgomery (2002) el valor real esperado, #, que toma la variable de interés
considerada esta influenciado por los niveles de k factores cuantitativos, X, Xa,..., Xk, €St0
significa que existe alguna funcion de Xj, Xa,..., Xk que proporciona el correspondiente valor

de # para alguna combinacion dada de niveles:

n= f(xl'xZI '"rxk) (1)

De tal forma que la variable respuesta puede expresarse como:

Y=n+e=f(x1,x9 ...,x) + € 2)

Donde ¢ es el ruido o error observado en la respuesta Y. La relacion existente entre #
(funcion) y los niveles de los K factores representa la superficie de respuesta (Montgomery,

2002).

22



"S001QQJOJPIY SOPIOBOUIWIE BOIPU] JYVY "OJRIISNS [ 21q0s esedjo1d e[ op uQIode op OIS BIIPU]

"(8002) ‘1e 18 zayuag 131 NINS

‘esepndadixoqies £

(ourorod
peproygroadss erpdwe Anjy 6—L 08 — 0€ - eurjeaoueq | eseyseo ‘eursdiorwinb
K ouraoq) searoued
‘eursdin  op  BJOZON
-9 TBA NT 9[I- 6-L - snanAjosloadowsy) 'g BUISI[OWLID |,
eURLIDORY
--x[BA TOT Of- S'L-9 SS—0r sustoeenbijojAwe snjjioeg @BSBNNON
seseajoxd ofeloN
ST “1y ‘o1 03dooxa ‘opndad
8—L - seaIouR g v esepndodixoqie) [ewruy
[9P JRUIWLIS} YV [9P O[IUOQIRD),
eursdad ey e Te[rung 9-¢ 0S — Ot ds sndoziyy BSE[MON
eo13uny
---4 DT “dsy ‘n[n $-¢ 0S — S¢€ 1oyes snjjifiadsy v esepidodofisiodsy
seseajoxd ojeyredsy
(1L 9g 0) 9—+t - 011909¢ ruIsowIng)
[ewuy
dip-.(nog “ay 0) o3- v 1 - OUIAOQ ‘OUIdIOJ eursdog
8—¢ - SNOL] 9p X9 BUIOL]
VY
8—¢ $9-0¢ euI BUI[OWOIg ejue[qd seseajordura)si)
(N7 ‘TeA ©0) 3y~
8—¢ SL—0v eledeq eureded
JUVV 4o o1 —L 09 —0¢S Siwousyal| snjjioeg ese[eoly BUBLIOJORY
— -9 - - esejserg
esedjordurnog
---(noT o ‘I, 0) dIT - 6—8 S 4 OUIAOQ ‘OuIdIOg eutsdLjoraamg [ewuy
(317 0) SIy- 6L 09 — 0€ - euisdirg
BOI1I[BIRD UOIDOY Hd (Do) "dwia aquan4 aiquioN eseajoad ap sodi]

‘olJeIUBWI[e ope.b ap alusWIeIdIaWOod sajgluodsip sesealold seunb|y :g8 oapend




2.8.1. Terminologia

a. Variable

Una variable es un simbolo, tal como X, Y, H, x o B, que puede tomar un conjunto
prefijado de valores llamado dominio de esa variable. Si la variable puede tomar un solo

valor se llama constante (Spiegel, 1991). La notacion se clasifica en:

a.l. Variable independiente

Es una variable de proceso que puede tomar valores independientemente de las otras
variables. Asi, para definir una variable dependiente debe existir por lo menos una variable

independiente (Ayala y Pardo, 1995).

a.2. Variable dependiente

Son aquellas variables que describen los resultados de un proceso. Esta denotado
comunmente por Y;. También se le llama variable performance o criterio de optimizacion

(Ayala y Pardo, 1995).

b. Parametro

Se denomina parametro de proceso a aquellos que no cambian o no pueden cambiar su
valor durante el rango de validez del modelo matematico o fisico de un proceso.
Comunmente aparecen como simples constantes en las ecuaciones matematicas (Ayala y

Pardo, 1995).

c. Disefio experimental

Un experimento es una prueba o ensayo. Un experimento disefiado es una prueba o una
serie de pruebas en las cuales se inducen cambios deliberados en las variables de entrada
de un proceso o sistema, de manera que sea posible observar e identificar las causas de los

cambios con el criterio de optimizacion (Ayala y Pardo, 1995).
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d. Modelo matematico

Consiste en una ecuacion o sistema de ecuaciones algebraicas o diferenciales que
representan cuantitativamente el proceso o algunos aspectos del proceso (Ayala y Pardo,

1995).

e. Funcion objetivo

El punto de partida basico en un proceso de optimizacion es definir adecuadamente un
criterio de optimizacion, es decir, que se va a optimizar. Se debe escoger entre las variables
dependientes, aquellas que bajo algln criterio adecuado brinde mejores resultados (Ayala y

Pardo, 1995).

Segin Ayala y Pardo (1995) la relacion entre el criterio de optimizacion y las variables
independientes consideradas en el estudio se denomina funcién objetivo. El principal
objetivo de un proceso serd maximizar o minimizar una funcién objetivo el cual esta

definida por:

F(max) = 0(x,u,h,z) (3)
Donde:
F: Criterio de optimizacion.

X, U, h, z: Variables independientes.

f. Superficie de respuesta

Es la representacion geométrica de la funcion objetivo o mas propiamente del modelo
matematico obtenido. Debe distinguirse claramente de una superficie de respuesta
estimada de una superficie de respuesta real (Ayala y Pardo, 1995). Una superficie de
respuesta estimada, es la representacion geométrica del modelo matematico obtenido. Una
superficie de respuesta real, es la representacion geométrica de un modelo, solo podemos
aproximarnos a ella con los modelos matematicos comunmente usados (superficie de

respuesta predicha) (Ayala y Pardo, 1995).
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g. Graéfica de contorno

La grafica de contornos facilita la visualizacion de la forma de una superficie de respuesta
en tres dimensiones. En ¢ésta las curvas de los valores iguales de respuesta se grafican en un
plano donde los ejes coordenados representan los niveles de los factores. Cada curva
representa un valor especifico de la altura de la superficie, es decir un valor especifico Y

(Montgomery, 2002).

h. Andlisis de varianza

Los resultados del andlisis de varianza de un conjunto de datos que provienen de un
experimento, pueden ser presentados segin el Cuadro 9, cuyas entradas representan

medidas de informacidn acerca de las fuentes de variacion de los datos.

Cuadro 9: Representacion del analisis de varianza.

Fuente de Grados de Cuadrado
L ) Suma de cuadrados )
variacion libertad medio
N
Regresion (Modelo L SS
: p-1 SSreg = Z(Yt - Y)Z #
ajustado) pr -1
A SS
) N2 R
Residual N - SS, = Z Y-V
P : i:l( =) (N —p)
Falta de ajust N +1 SSp — SS S5k = S5
alta de ajuste —-p—ng R P N—p—n.+1
al SS
o 0 2 E
E 1 - Z o _ 20
ITOT Puro n, SSg / (Yl Y ) . — 1)
=1
N
Total N-1 SS Z(Y 7)2 S51
a j— — L —
Y T - 1 (N _ 1)
=

FUENTE: Box y Draper (1987).

Donde:
p: Numero de tratamientos.
Nn¢: Numero de puntos centrales.

N: Numero total de unidades experimentales.
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SSpeg: Suma de cuadrados de la regresion.

SSgr: Suma de cuadrado residual.

SSg: Suma de cuadrado del error puro.

SSt: Suma de cuadrado del total.

Yi: Valores observados en el disefio experimental.

Y;: Valores estimados por el modelo.

Yi: Media de los valores observados en el disefio experimental.

Yi°: Valores observados en el punto central.

¥°: Media de los valores observados en el punto central.

Cabe indicar que la suma total de cuadrados (SSt) representa la variacion total en un
conjunto de datos y la suma de cuadrados de regresion (SSgeg) representa la porcion de SSt
atribuible a la ecuacion de regresion ajustada. Por otro lado, la falta de ajuste permite
conocer la existencia o no de ajuste de los resultados experimentales a la ecuacidon de
regresion estimada y la SSg da idea de la buena reproducibilidad del experimento (Box y

Draper, 1987).

2.8.2. Etapas de optimizacion

Segun Ayala y Pardo (1995) optimizar un proceso o producto requiere una estrategia
adecuada para encontrar valores Optimos. Para llegar a esta meta se sigue 3 etapas:

screening, escalamiento y optimizacion final.

Candioti et al. (2014) muestran un esquema general para un proceso de optimizacion

aplicando el método de superficie respuesta, mostrado en la Figura 3.

a. Screening

Esta etapa es identificar aquellas variables que verdaderamente aumenten la eficacia de un
proceso (la mas significativa). Al inicio de un proceso de optimizacion, cuando no se tiene
un buen conocimiento del comportamiento del proceso, la lista de variables que pueden
influir en el proceso son muchas (Ayala y Pardo 1995), por lo que es necesario identificar a
las mas relevantes. Los disefios mas usados en esta etapa son los disefios factorial 2k,

factorial fraccionado y el disefio de Plackett y Burman.
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Figura 3: Diagrama de flujo de la metodologia de superficie de respuesta.
FUENTE: Candioti et al. (2014).



Montgomery (2002) sefiala que el primer paso en la MSR consiste en determinar una
aproximacion apropiada a la relacién funcional real entre “y” y el conjunto de variables
independientes. Por lo general se emplea un polinomio de orden bajo sobre alguna region
de las variables independientes. Si la respuesta es descrita adecuadamente por una funcion
lineal de las variables independientes, la funcién de aproximacion es el modelo de primer

orden:

Yy = PBo+ P1x1 + Boxy+ .+ Prxy t ¢ 4)

En esta clase de disefios de primer orden se tiene:
. ~ . k r .
e Disefios factoriales 2 (con réplicas en el punto central).
e Disefio factorial fraccionado.

e Disefios Plackett y Burman.

a.1. Disefio factorial 2%

Los disefios de tratamiento factoriales 2 son utiles para realizar estudios preliminares con
muchos factores, para identificar los mas importantes y sus interacciones. Sin embargo, el
numero de unidades experimentales aumenta geométricamente con el nimero de factores
en el estudio (Kuehl, 2000). Segin Montgomery (2002) es aquel disefio donde se
investigan todas las posibles combinaciones de los niveles de los factores en cada ensayo
completo o réplica. Por lo tanto, el nimero total de experimentos a llevarse a cabo viene

definido por la relacion:

N = 2k &)
Donde:
k: Es el numero de variables o factores

N: El ntimero de experimentos.

En este disefio los factores (k) se codifican a los niveles +1 (para el mas alto) y -1 (para el
mas bajo). El disefio no permite la estimacion del error experimental a menos que se
repitan los experimentos, para lograr esto se aumenta el disefio con observaciones en el

centro. La adicion de los puntos centrales no tiene influencia sobre los coeficientes f; para i
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> 1, pero la estimacion de Sy es el promedio general de todas las observaciones

(Montgomery, 2002).
a.2. Disefio factorial 2¥ con réplica en el punto central

El diseno factorial a dos niveles, asume que la relacion entre las variables y la respuesta es
representada por un modelo matemadtico lineal. De ser cierta dicha linealidad, el modelo
debe predecir adecuadamente todos los puntos del disefo, inclusive el punto central. Por
supuesto, es innecesaria la linealidad perfecta y el sistema 2% funcionara bastante bien
incluso cuando la suposicion de linealidad se cumple solo de manera aproximada. De no
ser cierta esta hipotesis, es decir que no prediga adecuadamente, especialmente el punto
central del disefo, se puede afirmar que el modelo matematico lineal no es suficiente para
explicar las respuestas en dicha region experimental y se asume una posible existencia de
curvatura. Para ello la adicion de pruebas en el punto central del disefio sirve para dar una

estimacion promediada del efecto curvatura (Ayala y Pardo, 1995).

La suma de cuadrados para la curvatura estd dada por:

N x ng(Y — Y0)?
SScurvatura = (1\(; T no) (6)

Donde:

7°: Promedio de las réplicas.

No: Numero de réplicas en el centro del disefio.
N: Numero de pruebas experimentales.

Y: Promedio de los puntos exteriores del disefio.
a.3. Disefio Plackett-Burman

Segun Ayala y Pardo (1995) el disefio Plackett-Burman es un tipo especial del disefio
factorial fraccionado, donde se puede construir disefios apropiados para el estudio de k
variables en N pruebas experimentales, donde N > k. Como pueden estudiarse con N
experimentos hasta N - 1 variables, la diferencia se asigna a variables denominadas
ficticias (no representa a ninguna variable experimental), cuya utilidad basica es la

determinacion de la varianza del error experimental. Por esta razon es conveniente que se
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apliquen al menos dos variables ficticias. Segiin Vatanara et al. (2007) el disefio Plackett-
Burman permite la proyeccion de los factores principales de un gran niimero de variables
de proceso. Por tanto, este disefio es bastante util como paso previo para seleccionar

factores clave para futuros procesos de optimizacion.

b. Escalamiento

El escalamiento se da cuando se tiene evidencia que la region optima se encuentra lejos de
los experimentos iniciales (Screening), o para confirmar una hipdtesis previa (segun
experiencias del investigador o segun el analisis del efecto de curvatura en la etapa
screening). Esta etapa consiste en escalar sucesivamente hacia la region 6ptima (curvatura)
hasta llegar ubicarla. Existen varios métodos entre los cuales destacan el método de
pendientes ascendentes o descendentes y el método de busqueda simple (Simplex Search).
Estos métodos permitiran acercarse a la denominada “region experimental de respuesta
estacionarias”, es decir, a una zona en la cual ya no es posible mejorar las respuestas por
las técnicas mencionadas. En esta situacion los efectos cuadraticos toman importancia y el
uso de modelos de segundo orden es necesario para describir dicha region (Ayala y Pardo,

1995).

c. Optimizacion final

En la region optima los efectos de segundo orden son mayores en valor absoluto a los
efectos de primer orden, lo que indica que esta region puede describirse apropiadamente
por modelos matematicos de segundo orden. Los disefios experimentales mas apropiados
para estos casos son los disefios rotables y los disefios compuestos (Ayala y Pardo, 1995).
Dentro de los disefios rotables de segundo orden se incluyen:

e Disefio compuesto central.

e Disefio equirradial.

e Diseflo Box Behnken.

Montgomery (2002) menciona, cuando el experimentador se encuentra relativamente cerca
del optimo, por lo general se requiere de un modelo que incorpore la curvatura para
aproximar la respuesta, siendo el de segundo orden el mas adecuado. La ecuacidn ajustada

de segundo orden es la siguiente:
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K k Kk
y=Bo +Zﬁixi +Z.Biixi2 +ZZﬁijxixj +e (7
i=1 i=1

i<j i<j

Donde los S son los coeficientes de regresion para los términos de primer orden, los fii son
los coeficientes para los términos cuadraticos puros, los fijj son los coeficientes para los
términos de interaccion y € es el término del error aleatorio. Los términos cuadraticos

puros y de interaccion son de segundo orden (Montgomery, 2002).

Ayala y Pardo (1995) aseguran que los coeficientes del modelo matematico de segundo
orden pueden ser estimados sometiendo los valores observados a un andlisis de regresion
multiple (método de minimos cuadrados), el cual puede llevarse a cabo bajo la forma de
ecuaciones normales o en forma matricial, siendo esta ultima la mas recomendable por la

facilidad que otorga para su ejecucion en programas de computadora.
c.1. Disefio compuesto central (DCC)

Tiene como caracteristica esencial menor nimero de tratamientos que los factoriales
completos. Son los disefios mas utilizados y estudiados para ajustar un modelo de segundo

orden (Chacin, 1998; Montgomery, 2002).

En general, el DCC consiste en un disefio factorial 2% (cuando las variables son menores a
cinco), ademas de puntos axiales (2k) en los ejes de coordenadas a una distancia (+a, 0, 0,
0), (0, £a, 0, 0), (0, 0, 0, £a) del punto central del disefio, mas los puntos replicados en el
centro del disefio necesario para hallar la varianza del error experimental. Los puntos
axiales fueron agregados al disefio factorial para proporcionar la estimacion de la curvatura
del modelo (Joglekar y May, 1987). Segun Montgomery (2002) este disefio se convierte en
rotable mediante la eleccion de a, el valor de o para la rotabilidad depende del nimero de

puntos en la porcion factorial del disefio; ésta se calcula de la siguiente manera:

a= (ng)"* ®)
Donde:
a: Es la distancia al punto axial.

Ng: es el nimero de puntos usados en la porcion factorial del disefio.
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Box y Drape (1987) senala algunas razones por las que deben incluirse las repeticiones en
el punto central del disefio:

e Produce un buen perfil de la funcion.

e Minimiza el cuadrado medio del error.

e Permite hacer un analisis medio del error.

e Permite hacer un analisis de falta de ajuste a un modelo de segundo orden.

e Incrementa la robustez del disefio.

Al respecto, Montgomery (2002) afirma que de tres a cinco experimentos usados en el
punto central son suficientes para alcanzar dichos objetivos. Por su parte, Box y Draper
(1987) indican que si quiere introducir mas puntos centrales que lo sugeridos no hay
ningin inconveniente, excepto por el costo adicional que significa ejecutar mas
mediciones. En el Cuadro 10 se muestra el nimero de puntos y el valor a, por el nimero de

variables utilizadas.

Cuadro 10: Coordenadas del disefio compuesto central.

NUmero de NGmero de puntos en 2% Total | Valor
variables X (K) | Factorial Axial Centro N de a
3 8 6 5 19 1,68
4 16 8 5 29 2,00
5 16 10 6 32 2,00
6 32 12 9 53 2,00

FUENTE: Cochran y Cox (1990).
c.2. Disefio de Box-Behnken (DBB)

En el disefio de Box-Behnken se forman combinados factoriales 2* con disefios de bloques
incompletos. Los disefios resultantes suelen ser muy eficientes en términos del ntimero
requerido de experimentos, y son rotables o casi rotables y hace la estimacion de los
coeficientes de primer y segundo orden mas eficientes (Montgomery, 2002). Estos disefios
son esféricos mas que cuboidales puesto que los puntos del disefio se encuentran en las
orillas de un cubo en lugar de las esquinas como los del DCC con centros en las caras

(Kuehl, 2000).
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2.8.3. Optimizacion de respuestas maltiples

Muchos problemas de superficies de respuesta incluyen el analisis de varias respuestas. La
consideracion simultanea de respuestas multiples requiere construir primero un modelo de
superficie de respuesta apropiado para cada respuesta y después intentar encontrar un
conjunto de condiciones de operacion que optimice en cierto sentido todas las respuestas o

que al menos las mantenga en los rangos deseados (Montgomery, 2002).

Un enfoque relativamente directo para optimizar varias respuestas que funciona bien
cuando solo hay pocas variables en el proceso es la superposicion de las graficas de
contorno de cada respuesta. Cuando hay mas de tres variables del disefio, se hace muy
complicada la superposicion de las graficas de contorno, ya que la grafica de contorno es
bidimensional, y k - 2 de las variables del disefio deben mantenerse constante para
construir la grafica. Con frecuencia se necesita una gran cantidad de ensayo y error para
determinar cuales son los factores que deben mantenerse constante y que niveles
seleccionar para obtener la mejor vista de la superficie. Por lo tanto, existe interés practico
en métodos de optimizacion mas formales para las respuestas multiples (Montgomery,

2002).

a. Funcion de deseabilidad

En 1980, Derringer y Suich encontraron una de las soluciones para optimizar respuestas
multiples mediante el desarrollo de la funcion de deseabilidad, que ha sido ampliamente
utilizado desde entonces en la industria. Esta funcion se basa en la idea de que la calidad de
un producto o proceso que tiene muchas caracteristicas es completamente inaceptable si
uno de ellos esta fuera de un limite deseable. Su objetivo es encontrar las condiciones de
operacion que aseguren el cumplimiento de los criterios de todas las respuestas
involucradas y, al mismo tiempo, proporcionar el mejor valor de respuesta conjunta
deseable. Esto se logra mediante la conversion de las respuestas multiples en una sola, la
combinacion de las respuestas individuales en una funcion compuesta seguida por su

optimizacion (Candioti et al., 2014).

La funcion de deseabilidad de Derringer permite al analista encontrar las condiciones

experimentales (niveles de factor) para alcanzar, al mismo tiempo, el valor 6ptimo para
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todas las variables evaluadas, incluidas las prioridades del investigador durante el
procedimiento de optimizacion. El enfoque general consiste en convertir primero cada
respuesta y; en una funcion con condicion de deseabilidad individual di que varia en el
rango 0 < d;j < 1, donde d; = 0 para una respuesta indeseable, y dj = 1 representa un valor
completamente deseable, es decir, respuesta ideal. Los valores intermedios indican

respuestas mas o menos deseables (Candioti et al., 2014).

La funcion de deseabilidad individual a utilizar cuando se desea maximizar una respuesta

es la siguiente:

| 0 Yi(x) <L;
d;(@i(x)) = { (y ‘(x)_ 7 ) L; < 9;(x) < U; )
L1 9:(0) > U;

Donde Uj representa el objetivo de la respuesta, es decir, el valor maximo que se desea
alcanzar; L, es el minimo valor aceptable; S, es un valor de potencia llamado ponderacion,
establecido por el analista para determinar lo importante que es para y; estar cerca del

maximo. La representacion grafica de dicha respuesta se muestra en la Figura 4.

Deseabilidad, di(yi)

LI valor derespuesta Ui

Figura 4: Funcién de deseabilidad individual para la maximizacion de una respuesta.

FUENTE: Candioti et al. (2014).
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Si el objetivo es minimizar una respuesta, la funcion de deseabilidad es la siguiente:

I{ 1 i(x) <Ly
~ t
d;(9:(x)) = {I (UU%L(’“)) L < 9:(x) < U; (10)
\ 0 9:(x) > U;

Donde L; representa el objetivo de la respuesta, es decir, el valor minimo que se desea
alcanzar; U;, es el maximo valor aceptable; t, es la ponderacion, para determinar qué tan
importante es para y; estar cerca del minimo. La representacion grafica de dicha respuesta

se muestra en la Figura 5.

Deseabilidad, di(yi)

Li Valor de respuesta Ui

Figura 5: Funcién de deseabilidad individual para la minimizacion de una respuesta.
FUENTE: Candioti et al. (2014).

Si el objetivo es obtener una respuesta a nivel especifico, la funcion de deseabilidad es:

0 . yi(x) <Ly
(y—if)_;ff) L< 90 <T,
di(9:(x)) = < 1 t Yi(x) =T; (11)
<%_UIUL) T; <3:i(x) <U;
\ 0 Pi(x) > U;
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Donde Tjrepresenta el punto que se desea obtener; U;, es el maximo valor aceptable; y Lj,

es minimo valor aceptable. La representacion grafica de dicha respuesta se muestra en la

Figura 6.

Deseabilidad, di(yi)

Li  Valor de respuesta Ui

Figura 6: Funcion de deseabilidad para la obtencion de un nivel especifico de una

respuesta.
FUENTE: Candioti et al. (2014).

Una vez que la n variable (niveles de factores y respuestas) se transforman en funciones de
deseabilidad, se combinan en una unica funciéon llamada Deseabilidad Global (D), se

define como la media geométrica ponderada de la deseabilidad individuales (d;), de

acuerdo con la siguiente ecuacion:
D=(d, Xdy.... dp)Y/™ (12)

Donde d,..., dy corresponde a la funcion de deseabilidad individual para cada respuesta.
Si D alcanza un valor diferente de cero, todas las variables que estan siendo optimizados
simultaneamente se puede considerar que tienen un valor deseable. Por otro lado, si una de

las respuestas es completamente indeseable, D sera cero (Candioti et al., 2014).
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2.8.4. Empleo de la metodologia de superficie de respuesta en la optimizacion de la

extraccion de proteinas

Mizubuti et al. (2000) realizaron la optimizacién de extraccion de proteinas de gandul,
mediante superficie de respuesta, evaluando tres variables independientes: concentracion
de NaCl, pH y relacion sélido/liquido. Las condiciones Optimas para la extraccion de
proteinas fueron: pH 8,5 sin NaCl y una relacion so6lido/liquido de 1/5 (p/v). Siguiendo un
modelo de segundo orden y un disefio compuesto central. Obteniendo un 75 % de

rendimiento de extraccion de proteinas.

Quanhong y Caili (2005) emplearon la metodologia de superficie de respuesta para
estudiar los efectos de relacion sélido/liquido, concentracion de NaCl y el tiempo de
extraccion de proteinas en la semilla de calabaza. La variable mas relevante fue la relacion
solido/liquido y utilizaron un disefio compuesto central. Se encontr6 que eran Optimas para
la extraccion de proteina a partir de relacion sélido/liquido 1/30,2 (p/v), concentracion de
NaCl 4,26 % y tiempo de extraccion de 18 minutos. Obteniendo un rendimiento de

proteina 26 %.

Mune et al. (2008) emplearon la metodologia de superficie de respuesta para la
preparacion del concentrado de proteinas de frijol castilla con un disefio compuesto central
giratorio, evaluando dos variables independientes: pH y concentracion de NaCl sobre
cuatro respuestas: el contenido de proteina (%), el rendimiento de proteina (%), lisina
reactiva (g/16 g N) y el contenido de zinc (mg/100 g). Utiliz6 un modelo polinomial de
segundo orden para predecir las respuestas. Los resultados experimentales mostraron que
en condiciones Optimas (pH 9,91 y la concentracion de NaCl 15 M) el contenido de
proteina fue > 84 %, rendimiento de proteina > 87 %, lisina > 1,175 g/16 g N y el

contenido de zinc > 7,75 mg/100 g.

Guan y Yao (2008) investigaron la aplicacion de un pretratamiento enzimatico en el
salvado de avena, utilizando viscozyme L para mejorar la extraccion de proteinas. Utilizo
la metodologia de superficie de respuesta, para estudiar los efectos de las variables del
pretratamiento enzimatico (concentracion de viscozyme L, pH, tiempo de incubacion y
temperatura) en la extraccion de proteina. Las condiciones Optimas del pretratamiento

enzimatico fueron identificados como concentracion de Viscozyme L 30 FBG/10 g de
38



salvado de avena, pH 4,6, tiempo de incubacion 2,8 h y la temperatura de 44 °C. En las

condiciones optimas, la proteina extraida fue 56,2 %.

Wani et al. (2008) realizaron la extraccion para la recuperacion maxima de proteina de la
harina de semilla de sandia (Citrullus vulgaris Cv azicar beb¢), utilizando la metodologia
de superficie de respuesta con un disefio compuesto central y con cuatro variables
independientes: temperatura (40, 45, 50, 55 y 60 °C), concentracion de NaOH (0,03; 0,06;
0,09; 0,12 y 0,15 g/L), tiempo de extraccion (5, 10, 15, 20 y 25 min) y relacion
harina/solvente (1/30, 1/40, 1/50, 1/60 y 1/70 p/v); y la variable respuesta fue el
rendimiento de proteina. La extraccion de la proteina dptima se obtuvo con 0,12 g/L. de
concentracion alcalina, 15 min de tiempo de extraccion y 1/70 (p/v) relacion
harina/solvente en 50 °C, confirmando la produccion de proteina en condiciones Optimas

de 80,71 %.

Ma et al. (2010) emplearon la metodologia de superficie de respuesta, para aislar el
concentrado de proteina de mani a partir de la harina desgrasada, usando tres variables
independientes como: relacion solido/liquido, concentracion de etanol y temperatura. Los
resultados mostraron los valores de cada factor para la extraccion primaria de relacion
solido/liquido 1/11,79 (p/v), concentracion de etanol de 85 ml/100 ml, temperatura de
36,35 °C y una lista correspondiente de las variables de 1/8 (p/v), 97,50 mI/100 ml y 38 -
40 °C para la extraccion secundaria, y se encontrd que eran optimas para la extraccion de

proteinas a partir de la harina desgrasada de mani, obteniendo un 65,3 % de rendimiento.

Firatligil-Durmus y Evranuz (2010) optimizaron la extraccion de proteinas de las semillas
del pimiento rojo mediante la metodologia de superficie de respuesta. Incluyeron un disefio
compuesto central con cuatro variables independientes (temperatura, pH, tiempo de
extraccion y relacion harina/solvente) y una variable independiente (rendimiento de
proteina). El maximo rendimiento obtenido fue 47 % en condiciones de extraccion a 31 °C,

pH 8.8, 20 minutos y 1/21 (p/v).

Sui et al. (2011) utilizaron la avellana de la zona noreste de China y la enzima Alcalasa
para extraer las proteinas, mediante la metodologia de superficie de respuesta con DCC.

Los resultados mostraron que las condiciones Optimas fueron: concentracion de enzima
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2 %, temperatura de hidrolisis 55 °C, tiempo 2,5 h, relacion solido/liquido de 1/05 y pH
8,9. Obtuvieron un rendimiento de 92,02 %.

Villarroel et al. (2012) demostraron la utilidad y eficacia de la aplicacion de la
metodologia de superficie de respuesta para la optimizacion de la extraccion de proteinas
de la torta de avellana chilena. Utilizaron un DCC con tres variables independientes:
tiempo de contacto de la torta con el solvente, relacion muestra/solvente y pH, con cinco
niveles de trabajo cada uno y tres replicaciones en el punto central. La mejor combinacion
de los factores resultd ser tiempo entre 30 y 40 minutos, pH entre 9 y 9,5 y la relacion

muestra/solvente entre 1/15 a 1/16, con un rendimiento final de 76 %.

Chee et al. (2012) extrajeron proteinas de la torta de semilla de palma mediante el ensayo
de tripsina asistida. A partir de la metodologia de superficie de respuesta con un disefio de
compuesto central rotable. Las condiciones 6ptimas fueron: la enzima a una concentracion
de 1,36 g/100 g, temperatura 50 °C y pH 9,5. Obtuvieron un rendimiento de extraccion de
proteina de 62 %. Mientras que con el método de extraccion alcalina con los mismo

parametros obtuvo 10,21 % de rendimiento de extraccion de proteinas.

Chee y Ayob (2013) aplicaron la metodologia de superficie de respuesta para estudiar la
optimizacién (DCC) de extraccion de proteinas, a partir de la torta de palma asistida con
hexametafosfato de sodio. Las condiciones 6ptimas para la extraccion de proteinas fueron:
1,50 % de hexametafosfato de sodio, pH 10, 50 °C y la relacion harina/solvente 1/70 (p/v).
Obteniendo un rendimiento de extraccion de proteinas de 28,37 %. Mientras que con el

método de extraccion alcalina a pH 10 y solvente agua desionizada, obtuvo 8,12 %.

Finalmente, Parra et al. (2014) utiliz6 la metodologia de superficie de respuesta, para
optimizar la extraccion alcalina de proteinas de harina de lentejas. Los factores que
influyeron en la extraccion de proteinas fueron relacion harina/solvente 1/10 (g/ml) y pH 9,

con un rendimiento de 82 % a 22 °C y 60 min de extraccion.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién

La presente investigacion se llevd a cabo en el Area de Biotecnologia Industrial del

Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM).

3.2. Materia prima

La torta del sacha inchi, procedente de la provincia de Bagua del departamento de
Amazonas del Pert, obtenida después de la extraccion de aceite por prensado en frio (uso
de expeller), fue adquirida de la empresa Olivos del Sur S.A.C., ubicado en el distrito de

Lurin, provincia Lima, departamento de Lima.

3.3. Materiales, equipos y reactivos

3.3.1. Materiales

e Bagueta.

e Beakers de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml.
e Bolsa de polietileno.

e Cronometro.

e Cubeta UV de vidrio y cuarzo.

e Embudo Buchner.

e Envases de vidrio ambar de 150, 250 y 500 ml.
e Espatula y cuchara.

e Fiola de 50, 100, 250 y 500 ml.

e Kitasato 250 y 500 ml.

e Magnetos.

e Matraz de Erlenmeyers de 50, 100 y 500 ml.



3.3.2.

Micropipetas de 20 —200; 100 — 1000 y 500 — 5000 ul (BRAND Transferpette).
Papel de aluminio.

Papel Whatman N° 1 y N° 4.

Parafilm.

Placa Petri.

Probetas 50, 100 y 500 ml.

Tamiz W.S Tyler, malla N° 35.

Termometro de mercurio (-10 a 110 °C).

Tips para micropipeta de 200, 1000 y 5000 pl.
Tubos de centrifugacion de 50 ml.

Tubos de ensayo de 5 ml.

Vaso de vidrio para licuadora.

Equipos

Agitador magnético (Velp Scientifica).

Balanza analitica (Ohaus Adventurer™),

Bafio maria (GFL — 1083).

Campana extractora.

Centrifuga refrigerada (Hettich Zentrifugen — Mikro 220R).
Equipo de filtracion al vacio.

Espectrofotometro (Thermo Electron Corporation — Genesys 10 UV).
Estufa (F-Travil).

Licuadora (Oster).

Placa calefactora.

Potenciémetro (Thermo Orion — 410).

Purificador de agua (Millipore Simplicity UV).
Refrigeradora — Congeladora (LG — GR482BEF).

Selladora (Machintek).

Vortex (Velp Scientifica).
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3.3.3. Reactivos

e Acido bérico 99,9 % (Sigma Aldrich).

e Acido clorhidrico (Fisher).

e Acido picrilsulfénico 5 % (p/v) solucion (Sigma Aldrich).
e Acido trinitrobenceno-sulfonico (Sigma Aldrich)

e Albumina de suero bovino (BSA) (Sigma Aldrich).

e Carbonato de sodio anhidro (Baker® ACS).

e (Cloruro de sodio (Baker® ACS).

e Duodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma Aldrich).

e Enzima Alcalasa (Novozyme).

e Eter de petroleo (Baker® ACS).

e Folin — Ciocalteau (Merck).

e Hidroxido de sodio (Merck).

e L-leucina 99 % (Sigma Aldrich).

e Sulfato de cobre pentahidratado (Sigma Aldrich).

e Tartrato de sodio y potasio (Scharlau).

e Tetraborato de sodio anhidro 99,9 % (Sigma Aldrich).

3.4. Métodos de analisis

3.4.1. Andlisis proximal

El andlisis proximal se determin6 a la torta del sacha inchi, para sus distintas

comparaciones y discusion y consto de:

e Determinacion de ceniza (A.O.A.C. 942.05 — 2005).

e Determinacion de fibra (A.O.A.C. 962.09 — 2005).

e Determinacion de grasa (A.O.A.C. 2003.05 — 2005).

e Determinacion de humedad (A.O.A.C. 950.46 — 2005).
e Determinacion de proteina (A.O.A.C. 984.13 —2005).

e Determinacion de carbohidratos (por diferencia).
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3.4.2. Determinacion de proteina total

El contenido de proteina total fue determinado por el método de Kjeldahl (A.O.A.C.,
2005), utilizando como factor de conversion de nitrogeno 5,7 (Sathe et al. 2012) para la

harina desgrasada de torta del sacha inchi. Los resultados se expresaron en porcentaje.

3.4.3. Determinacion de proteina soluble

La proteina soluble se determind seglin el método de Lowry et al. (1951). Este método esta
basado en la reaccion de Biuret, donde el péptido obtenido de proteinas reacciona con el
cobre bajo condiciones alcalinas formando enlaces y originando complejos de color
violeta, estos complejos cuproproteicos reducen al reactivo Folin Ciocalteau el cual vira a
color azul oscuro y cuya intensidad depende proporcionalmente de los aminoacidos

tirosina y triptéfano.

El procedimiento realizado fue el siguiente: 400 pl del sobrenadante fue mezclado con 2
ml del reactivo C (contiene Na,COj3 al 2 % en 0,1 N de NaOH, solucién de CuSO4.5H,0 al
0,5 % en agua destilada y solucion de tartrato de sodio al 1 % en agua destilada, estas tres
soluciones fueron mezcladas en proporciones 100:1:1), a esta mezcla se anadio 200 pl del
reactivo Folin Ciocalteau 1 M, el conjunto se agitdé e incubd por 30 min a temperatura
ambiente en oscuridad y luego se procedio a la lectura en el espectrofotometro a 650 nm.
Los resultados fueron expresados en mg/ml utilizando una curva estandar de albumina de

suero de bovino (BSA) (ANEXO 1).

3.4.4. Rendimiento de proteina

El rendimiento de extraccion de proteina de la HDTSI, se calculd de la siguiente forma:

L , Proteina soluble en el sobrenadante (Lowry)
Rendimiento de proteina (%) = Proteina total en la HDTSI (Kjeldahl) x100  (13)
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3.4.5. Grado de hidrolisis total de la harina desgrasada de torta del sacha inchi

Se utilizé el método reportado por Adler y Nissen (1979) con ligeras modificaciones. En
un tubo pirex con tapa, se pesdé 100 mg de harina desgrasada de torta del sacha inchi y se
disolvio con 10 ml de HCl a 6 N, luego se homogenizé en un vortex y fue colocado en un
beaker de 100 ml que contenia arena fina, para mantener la temperatura a 110 °C en una
estufa por 24 horas. Transcurrido el tiempo se saco la muestra y se dejé enfriar a
temperatura ambiente, luego se vortexed y filtrd al vacio utilizando papel Whatman N°4,
seguidamente se tomo 2 ml del filtrado obtenido y se neutralizd con NaOH a 0,24 M hasta
pH 7,0 en una probeta de 50 ml. Finalmente, esta solucion se enrazo en una fiola de 50 ml

para determinar el grado de hidrdlisis.

a. Determinacion del grado de hidrolisis de la proteina soluble

Se utilizé el método reportado por Adler y Nissen (1979) con ligeras modificaciones. La
reaccion se llevo a cabo de la siguiente manera: en un tubo de reaccion se agregd 0,5 ml de
buffer borato 0,2 M (4c. borico mas tetraborato de sodio anhidro ajustado a pH 8,2); 0,63
ml de cada hidrolizado proteico (bajo diluciones adecuadas con solucion de duodecil
sulfato de sodio (SDS) en agua al 1 %); a este conjunto se le agregd 0,5 ml de una solucion
de acido picrilsulfénico (TNBS, a la concentracion de 1 mg/ml). La mezcla obtenida se
agito e incubd a 50 °C durante 60 minutos en un bafio maria (la reaccion se realizo en la
oscuridad). Terminado el tiempo de reaccion, este fue detenido agregando 1 ml de HCL
0,1 N, luego se dejo reposar a temperatura ambiente por 20 min y se agregd 2 ml de agua
destilada dejandose reposar nuevamente por 10 min, para luego hacer la lectura de la
absorbancia a 340 nm. Las lecturas obtenidas fueron llevadas a una curva estandar
utilizando a la leucina como patron (ANEXO 2). Para la preparacion del blanco se

sustituyo la muestra hidrolizada por 0,63 ml de solucién de SDS al 1 %.

Los péptidos libres fueron determinados mediante la siguiente formula usada por Benitez

et al. (2008):

DH (%) = x 100 (14)

total
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Donde:
h: Es el nimero de enlaces peptidicos rotos durante el proceso de hidrolisis.

hiotai: Es €l nimero total de enlaces rotos obtenidos de la hidrolisis total.

3.5. Metodologia experimental

3.5.1. Preparacion de la muestra

Se utilizo la metodologia de Firatligil- Durmus y Evranuz (2010) y Guerrero-Ochoa et al.
(2015) con algunas modificaciones. La torta se licué hasta obtener una harina capaz de
pasar por una malla N° 35 (< 500 um). La harina obtenida fue desgrasada con éter de
petroleo en una relacion 1/10 (g/ml) con agitacion magnética continua por 16 h a
temperatura ambiente. Luego se filtro al vacio (papel Whatman N° 4) y se seco en la estufa
con recirculacion de aire a 40 °C por 30 minutos. Obtenida la harina desgrasada de torta del
sacha inchi (HDTSI) se empaquet6 en bolsa de polietileno y se almacen6 a -20 °C hasta su
uso. El flujo de operaciones para la obtencion de la harina desgrasada de torta del sacha

inchi, se muestra en la Figura 7.

Torta del sacha inchi

Licuado

y
Tamizado
Malla N° 35 <500 um

Desgrasado

y
Filtrado

Papel Whatman N° 4

v
Secado

40 °C x 30 min

Harina Desgrasada de Torta
del Sacha Inchi (HDTSI)

Figura 7: Diagrama de flujo para la obtencién de HDTSI.
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3.5.2. Extraccion de la proteina de la torta del sacha inchi

a. Extraccion alcalina

Se bas6 en la metodologia descrita por Sathe et al. (2012) y Chee y Ayob (2013) con
algunas modificaciones. Se consideraron cinco factores a evaluar: pH, temperatura, tiempo
de extraccion, relacion materia prima/solvente y concentracion de NaCl (Oomah et al.,
1994; Quanhong y Caili, 2005; Firatligil- Durmus y Evranuz, 2010; Lv et al., 2011; Sathe
etal., 2012; Chee y Ayob, 2013; Parra et al., 2014).

En un matraz de 50 ml, se pesd 1 g de la HDTSI y se disolvié con 15 ml de solucion de
NaCl (0 a 1 M). Luego se procedié a adicionar 1 mol/L de NaOH hasta ajustar al pH
requerido para los ensayos (7,0 a 9,5), seguidamente se adicion6 la solucion restante para
completar los 20 ml de solvente, para obtener la relacion materia prima/solvente 1/20 (p/v)
(se realiza el mismo procedimiento, cuando varia la relacion materia prima/solvente entre
1/10 a 1/40 p/v). Luego, se llevo a bafio maria bajo agitacion constante (250 rpm) a una
determinada temperatura (25 a 60 °C) y tiempo de extraccion (10 a 60 min) en
concordancia con el disefio experimental. Al final de la extraccion, la suspension se
centrifug6 a 4000 rpm por 20 min a 10 °C, obteniendo un sobrenadante el cual se filtr6 al
vacio utilizando papel Whatman N °1 y se determino el contenido de proteina soluble por
el método de Lowry et al. (1951). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El

flujo de operaciones para la extraccion alcalina, se muestra en la Figura 8.

b. Extraccion enzimatica asistida

Se basd en la metodologia de Sui et al. (2011) y Chee et al. (2012) con algunas
modificaciones. Se consideraron dos factores: concentracion de enzima y tiempo de

extraccion (Shen et al., 2008; Sui et al., 2011; Sari et al., 2013).

En un matraz de 50 ml, se pes6 1 g de la HDTSI y se disolvié con 45 ml de agua destilada.
Luego se procedid a adicionar 1 mol/L de NaOH hasta ajustar a pH 9,0, seguidamente se
anadié la enzima (2 a 5 %, definida como el volumen de enzima por peso de proteina total
determinada por Kjeldahl v/p) y después el agua restante para completar 50 ml de solvente,

para obtener la relacion materia prima/solvente 1/50 (p/v). Posteriormente, se llevo a bafio
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maria a temperatura de 55 °C y agitacion magnética continua (300 rpm). Durante la
extraccion se mantuvo constante la temperatura y pH por un tiempo determinado segin el
disefio experimental (15 a 45 min). Después de la extraccion, el extracto proteico se
sometido a 100 °C por 5 min para la inactivacion de la enzima Alcalasa. Finalmente, el
extracto se centrifugd a 4000 rpm por 20 min a 10 °C y el sobrenadante obtenido se filtro al
vacio utilizando papel Whatman N° 1 y se determiné el contenido de proteina soluble y
grado de hidrdlisis (GH). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El flujo de

operaciones para la extraccion enzimatica asistida, se muestra en la Figura 9.
3.6. Disefio experimental
3.6.1. Extraccion alcalina

El Disefio Completamente al Azar con arreglo Factorial 2% con réplicas en el punto central
(primer orden) fue generado por Minitab® version 16.1.0 (Minitab Inc., US); y el Disefio
Compuesto Central (segundo orden), por Statgraphics Centurion XVI version 16.2.04
(Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, US).

a. Screening: Disefio experimental de primer orden

En la etapa de screening, se analizaron los efectos de cinco variables independientes o
factores: X; (pH), X, (temperatura), X3 (relacion materia prima/solvente), X4
(concentracion de NaCl) y Xs (tiempo de extraccion); sobre la variable dependiente Y
(rendimiento de extraccion de proteinas). Con la finalidad de determinar los factores mas
importantes en el proceso de extraccion de proteinas. Por lo tanto, los factores mas
eficientes podrian reducir los experimentos posteriores, lo que requiere un menor nimero

de pruebas.

En esta etapa se aplicé un Disefio Completamente al Azar con arreglo Factorial 2" con
réplicas en el punto central, lo cual sirve para dar una estimacion promediada del efecto
curvatura (Ayala y Pardo, 1995; Morales, 2003; Parra et al., 2014). Segin Ayala y Pardo
(1995) para k = 5 variables, consta de 32 puntos factoriales y tres repeticiones en el punto
central; dando un total de 35 puntos experimentales. Cada variable fue codificada en dos

niveles: -1 y 1, y los puntos centrales en 0; como se muestra en el Cuadro 11.
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Pesar 1 g de HDTSI en
un matraz de 50 ml,
diluido con 15 ml de
solucion de NaCl.

Homogenizarlo.

HDTSI

Acondicionamiento

Extraccion Alcalina

pH=7,0a9,5
Temperatura = 25 a 60 °C

Tiempo = 10 a 60 minutos

\d
Centrifugacion
4000 rpm x 20 min a 10 °C

———>» Sedimento

A
Filtrado
Papel Whatman N° 1

A

Sobrenadante

Determinacion:
Proteina soluble

Figura 8: Diagrama de flujo para la extraccion alcalina.

Pesar 1 g de HDTSI en un
matraz de 50 ml, diluido
con 45 ml de agua

destilada. Homogenizarlo.

Figura 9: Diagrama de flujo para la extraccion enzimatica asistida.
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——>» Sedimento

4
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Proteina soluble

Grado de hidrolisis

Concentracion NaCl=0a 1 M
Relacion Mp/solv. = 1/10 a 1/40 (p/v)

Agitacion constante = 250 rpm

Relacion Mp/solv. = 1/50 (p/v)

Agitacion constante = 300 rpm



Los factores y sus niveles (minimo y maximo) se establecieron en base a la revision de
literatura (Oomah et al., 1994; Quanhong y Caili, 2005; Firatligil- Durmus y Evranuz,
2010; Lv et al., 2011; Sathe et al., 2012; Chee y Ayob, 2013; Parra et al., 2014) y de las
pruebas preliminares. La importancia de cada factor en la etapa de screening se determin6

mediante el diagrama de Pareto estandarizado y el analisis de varianza (ANVA) (a = 0,05).
b. Escalamiento

La etapa de escalamiento se obvid, debido a que el efecto curvatura fue positivo. De
acuerdo a Pinto (1995) citado por Morales (2003), si existe efecto curvatura, el siguiente
paso seria la optimizacion del proceso utilizando un polinomio de segundo orden, mediante

un Disefio Compuesto Central.
c. Optimizacion: Disefio experimental de segundo orden

Los factores que fueron identificados como significativos en la etapa anterior, se
optimizaron por la metodologia de superficie de respuesta y la funcion de deseabilidad. El
pH maximo se mantuvo a 9,5 para evitar la racemizacion de los aminoéacidos y la
desnaturalizacion e hidrolisis de las proteinas (Schwass y Finley, 1984; Cheftel et al.,
1989; Linden y Lorient, 1996; Badui, 2006; Fennema, 2010; Callisaya, 2011; Lv et al.,
2011; Chee y Ayob, 2013).

El andlisis de superficie de respuesta de segundo orden para Y, se realizaron mediante un
Disefio Compuesto Central (Ayala y Pardo, 1995; Quanhong y Caili, 2005; Wani et al.,
2006; Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010; Chee y Ayob, 2013). Segin Ayala y Pardo
(1995) para k = 3 variables, consta de ocho puntos factoriales (2k), seis puntos axiales en
los ejes coordenados (a una distancia o) y cinco repeticiones en el punto central (para la
estimacion de la suma de cuadrados del error puro); dando un total de 19 puntos
experimentales. Para determinar la ubicacion de los puntos axiales se considerd o = (nf)1/ 4
= (8)1/4 = 1,682 que, garantiza un disefio central compuesto rotable (Montgomery, 2002).
Cada variable fue codificada en cinco niveles: -1,682; -1; 0; 1 y 1,682; como se muestra en
el Cuadro 12. Las variables independientes X; se codificaron como X;, que se define como

adimensional, de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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x; = (X; — Xo)/AX; (15)

Donde x; es el valor codificado de una variable independiente; X; es el valor real de una
variable independiente; Xo es el valor real de una variable independiente en el punto

central; AX; es el valor de cambio gradual. Los cddigos especificos son:

x,(Temperatura) = (X, — 55)/15 (16)
x3(Relaciéon H/S) = (X5 — 35)/15 (17)
x,(NaCl) = (X, — 1,25)/0,75 (18)

Los experimentos se llevaron a cabo en un orden completamente al azar para minimizar el

$esgo.

El modelo propuesto para la variable respuesta, rendimiento de extraccion de proteinas
(Y), fue analizado y ajustado a un modelo de segundo orden, que incluye la curvatura de la
superficie y la dependencia de dicha respuesta en funcién de los factores bajo estudio.

Dicho polinomio de segundo orden (cuadratica) corresponde a la siguiente ecuacion:

k=3 k=3 k=3 k=3
Y =B +Zﬁixi +Zﬁiixi2 +ZZﬁijxixj (19)
=1 =1 =i i<i

Donde:

Y: Rendimiento de proteina estimado (%, g de proteina soluble/100 g de proteina total).
fo: Término independiente.

Si: Coeficientes de regresion lineal.

Bii, Bij: Coeficientes de regresion cuadraticos.

Xi, Xj: Variables independientes o factores.

k: Ntimero de variables independientes o factores.

Posteriormente, se realizo el ANVA y la prueba de significancia de los coeficientes del
modelo estimado (p < 0,05). La significancia estadistica del modelo se establecié mediante

la prueba de Fischer, y de los coeficientes mediante la prueba t de Student; debiéndose
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registrar un valor de probabilidad menor a 0,05. Por otro lado, la falta de ajuste del modelo,
también fue establecida mediante la prueba de Fischer, debiendo ser un valor de
probabilidad F mayor a 0,05. La prueba de bondad de ajuste de la ecuacion de regresion de
las observaciones experimentales fue verificada por el coeficiente de determinacion (R?) y
el coeficiente de determinacion ajustado (R2ajustad0). También se realizé la grafica de

dispersion, relacionando los resultados observados con los estimados.

Con la finalidad de brindar una vision panoramica de la variacion del rendimiento de
extraccion de proteinas (Y) en funcion a los factores estudiados, se grafico la superficie de
respuesta (tridimensional) y la curva de contorno correspondiente a la Ecuacion 19, que

representa el efecto de dos factores sobre la respuesta.
d. Funcion de deseabilidad

Los valores estimados (Y;) se transforman en un valor de deseabilidad individual (d), que
varia en el rango 0 < d < 1, y mide el grado de deseabilidad de la respuesta en referencia al
valor Optimo destinado a ser alcanzado. En este caso, se ha querido que la variable
dependiente sea lo mas alto posible. El valor 6ptimo ideal es d = 1; pero un valor aceptable
puede ser entre 0,6 y 0,8 (Firatligil- Durmus y Evranuz, 2010). En la funcién de
deseabilidad individual, se utilizo el programa Minitab® version 16.1.0 (Minitab Inc., US).

e. Validacion del modelo

Las condiciones optimas de los niveles de las variables independientes en la extraccion de
proteinas, se obtuvieron mediante la metodologia de superficie de respuesta. Para la
validacion, se realizaron tres repeticiones experimentales. Los valores obtenidos
experimentalmente (con los niveles Optimos de las variables independientes) se

compararon con los valores estimados por el modelo.
3.6.2. Extraccion enzimatica asistida

El arreglo del experimento bajo el Disefio Compuesto Central (segundo orden), fue
generado por Statgraphics Centurion XVI version 16.2.04 (Statpoint Technologies Inc.,

Warrenton, VA, US).
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a. Optimizacion: Disefio experimental de segundo orden

La etapa de optimizacion se aplico la metodologia de superficie de respuesta y la funcion
de deseabilidad, para determinar la influencia de dos variables independientes o factores:
7, (concentracion de enzima) y Z, (tiempo de extraccion); sobre Y; (rendimiento de

extraccion de proteinas) y Y, (grado de hidrolisis).

El analisis de superficie de respuesta de segundo orden para Y, y Y,, se realizaron
mediante un DCC (Ayala y Pardo, 1995; Quanhong y Caili, 2005; Wani et al., 2006;
Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010; Chee y Ayob, 2013). Segun Ayala y Pardo (1995) para
k = 2 variables, consta de cuatro puntos factoriales (2%), cuatro puntos axiales en los ejes
coordenados (a una distancia o)) y cinco repeticiones en el punto central (para la estimacion
de la suma de cuadrados del error puro); dando un total de 13 puntos experimentales. Para
determinar la ubicacion de los puntos axiales se consider6 a = (nf)1/4 = @)™ =141 que
garantiza un disefio central compuesto rotable (Montgomery, 2002). Cada variable fue
codificada en cinco niveles: -1,41; -1; 0; 1 y 1,41; como se muestra en el Cuadro 13. Los
factores y sus niveles (minimo y maximo) se establecieron en base a la revision de
literatura (Shen et al., 2008; Sui et al., 2011; Sari et al., 2013) y de las pruebas
preliminares. Las variables Z; se codificaron como z;, que se define como adimensional, de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

z; = (Z; — Zy) /AZ; (20)

Donde z; es el valor codificado de una variable independiente, Z; es el valor real de una
variable independiente, Zy es el valor real de una variable independiente en el punto

central, AZ; es el valor de cambio gradual. Los codigos especificos son:
z1(Enzima) = (Z; — 3,5)/1,5 (21)
z,(Tiempo) = (Z, — 30)/15 (22)
El modelo propuesto para las variables respuesta, rendimiento de extraccion de proteinas

(Y1) y grado de hidrolisis (Y>), fueron analizados por separados y ajustados a un modelo de

segundo orden, que incluye la curvatura de la superficie y la dependencia de dicha
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respuesta en funcion de los factores bajo estudio. Dicho polinomio de segundo orden

(cuadratica) corresponde a la siguiente ecuacion:

k=2 k=2 k=2 k=2
V=B + Z Piz; + Z Biizi + Z Z Bijziz; (23)
=1 =1 <) i<

Donde:

Y1: Rendimiento de proteina estimado (%).
Y»: Grado de hidrélisis estimado (%).

fo: Término independiente.

pi: Coeficientes de regresion lineal.

Bii, Pij: Coeficientes de regresion cuadraticos.
Zj, zj: Variables independientes o factores.

k: Ntimero de variables independientes o factores.

Cuadro 13: Las variables independientes y sus niveles evaluados en la optimizacion.

Variable No Niveles
Ne | ) Codificado -
independiente Codificado | -141 -1 0 1 1,41
1 | Concentracion
A\ Z, 1,4 2 3,5 5 5,62
de enzima (%)
2 | Tiempo de

extraccion (min)

Posteriormente, se realizo el ANVA y la prueba de significancia de los coeficientes del
modelo estimado (p < 0,05). La significancia estadistica del modelo se establecié mediante
la prueba de Fischer, y de los coeficientes mediante la prueba t de Student; debiéndose
registrar un valor de probabilidad menor a 0,05. Por otro lado, la falta de ajuste del modelo,
también fue establecida mediante la prueba de Fischer, debiendo ser un valor de
probabilidad F mayor a 0,05. La bondad de ajuste de la ecuacion de regresion de las
observaciones experimentales fue verificada por el coeficiente de determinacion (R?) yel
coeficiente de determinacion ajustado (Rzajustado). También se realiz6 la grafica de
dispersion, relacionando los resultados observados con los estimados.

Con la finalidad es brindar una vision panordmica de la variacion del rendimiento de

extraccion de proteinas (1) y grado de hidrélisis (Y2) en funcion a los factores estudiados.
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Se graficd la superficie de respuesta (tridimensional) y la curva de contorno

correspondiente a la Ecuacion 23.

b. Funcién de deseabilidad

Los valores estimados (V;) se transforman en un valor de deseabilidad individual (d), que
varia en el rango 0 < d < 1, y mide el grado de deseabilidad de la respuesta en referencia al
valor optimo destinado a ser alcanzado. En este caso, se ha querido que la variable
dependiente sea lo mas alto posible. El valor 6ptimo ideal es d = 1; pero un valor aceptable
puede ser entre 0,6 y 0,8 (Firatligil- Durmus y Evranuz, 2010). En la funcion de
deseabilidad individual, se utiliz6 el programa Minitab® version 16.1.0 (Minitab Inc., US).

c. Optimizacion de respuestas multiples

La optimizacion de respuestas multiples se llevo a cabo luego de obtener los modelos
matematicos correspondientes a cada respuesta evaluada Yy y Y. La finalidad de esta
optimizacion, se debid para obtener las dos respuestas simultaneamente. El procedimiento
consiste en la construccion de una funcion para cada respuesta evaluada de deseabilidad

individual (d;), como se muestra a continuacion:

Maximizacion del ( 0 . Y; <RPyy
. Y, — RP, .
rendimiento de d, = ! < 1 MIN > RPyy < ¥, < RPyax (24)
tef l RPyax — RPyin
roteina .
P 1 Y] > RPyax

Donde:
d;: Funcion de deseabilidad para el rendimiento de proteina.
RPwax: Maximo rendimiento de extraccion de la proteina.

RPmin: Minimo rendimiento de extraccion de la proteina.

( 1 Y, < GHypy
Minimizacion del GH _7 1
dz = L GHyy < ¥, < GH (25)
grado de hidrolisis l<GHMAX — GHyy MIN = Y2 = GHpyax
0 Yy > GHyax
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Donde:
d,: Funcion de deseabilidad para el grado de hidrolisis.
GHuax: Maximo contenido de grado de hidrolisis.

GHwmin: Minimo contenido de grado de hidrolisis.

El valor denominado Deseabilidad Global (D) representd la media geométrica de los

valores de las deseabilidades individuales (d;), es decir:

D = (dy x d)'/? (26)

La funcion D, elige las mejores condiciones para las variables disefiadas. Por lo tanto, las
condiciones ideales para Y; (maximizar) y Y, (minimizar), fueron optimizados
simultaneamente con la funcién de Deseabilidad Global de Derringer (Montgomery, 2002;
Candioti et al., 2014). Para la realizacion de esta optimizacion de respuesta multiples, se

utilizo el programa Minitab® version 16.1.0 (Minitab Inc., US).

d. Validacién del modelo

Las condiciones optimas de los niveles de las variables independientes en la extraccion de
proteinas, se obtuvieron mediante la metodologia de superficie de respuesta. Para la
validacion, se realizaron tres repeticiones experimentales. Los valores obtenidos
experimentalmente (con los niveles Optimos de las variables independientes) se

compararon con los valores estimados por el modelo.

3.7. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos correspondientes a la MSR tanto en la extraccion alcalina y
enzimatica asistida, se realizaron utilizando el programa Statgraphics Centurion XVI

version 16.2.04 (Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, US) y Minitab® version
16.1.0 (Minitab Inc., US).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Materia prima

4.1.1. Analisis proximal de la torta del sacha inchi

En el Cuadro 14 se presenta el analisis proximal de la torta del sacha inchi (molida y sin

desgrasar).
Cuadro 14: Composicion proximal de la torta del sacha inchi.
Componentes Base humeda (%) Base seca (%)
Humedad 7,99 0
Proteina* 53,8 58,47
Grasa 8,23 8,94
Fibra cruda 3,77 4,09
Ceniza 5,26 5,72
Carbohidrato 20,95 22,77

*Factor de conversion de nitrogeno (F.C.N.) =5,7.

Los resultados muestran que la torta del sacha inchi es una fuente importante de proteinas,
lo cual justifica el proceso de extraccion de las mismas. Kinsella (1976) indica que la torta
subproducto generado de la extraccion de aceites, representa una fuente interesante de

proteinas.

Segtin los datos mostrados, el contenido de proteina (58,47 %) y grasa (8,94 %) de la torta
del sacha inchi son similares a los reportados por Pascual y Mejia (2000) con un 59,13 % y
6,93 % de proteina y grasa, respectivamente, para sacha inchi procedente de Pucallpa; y
por Ruiz et al. (2013) con 59 % de proteina y 7,8 % de grasa (sacha inchi procedente de
San Martin). Por otro lado, Mercado (2012) y Jagersberger (2013) reportaron un mayor



contenido de grasa 20,49 % y 19,9 %, pero menor porcentaje de proteinas 53,73 %

(procedente de San Martin) y 51,76 % (procedente de Amazonas), respectivamente.

Las diferencias encontradas pueden ser atribuidas al lugar de procedencia de la semilla, las
diferentes condiciones climaticas donde se desarrollaron, el tipo de almacenamiento y su
tratamiento post—cosecha (Hamaker et al., 1992; Pascual y Mejia, 2000; Gutiérrez et al.,
2011; Ruiz et al., 2013). Ademas, cabe indicar que Mercado (2012) y Jagersberger (2013),
obtuvieron la torta a nivel de laboratorio, mientras que la torta utilizada en esta
investigacion fue obtenida a nivel industrial, haciendo uso de un prensado en frio
utilizando un expeller. Ferchau (2000) indica que la torta obtenida después del prensado en
frio (a nivel industrial) contiene aceite residual entre 8 — 12 %, rango donde se encontrd la

grasa de la torta empleada en esta investigacion.

4.1.2. Contenido de proteina total en la HDTSI

El contenido de proteina total de la harina desgrasada de la torta de sacha inchi (HDTSI)

con humedad de 6,58 %, se muestra en el Cuadro 15.

Cuadro 15: Contenido de proteina total de la HDTSI.

Producto Base humeda (%) Base seca (%)

Harina Desgrasada de Torta del Sacha
Inchi (HDTSI)*

Media + desviacion estandar; n=3; *F.C.N.= 5,7.

57,9 £6,6 61,98 £6,6

La HDTSI presentd un alto valor de proteinas en base seca (61,98 %), dicho valor se
aproxima a lo reportado en la literatura, donde se indica que las harinas desgrasadas de las
semillas oleaginosas pueden contener proteinas en el rango entre el 35 — 60 % (b.s.)
(Moure et al., 2006). Similar resultado lo presentaron Sathe et al. (2012) para la harina del
sacha inchi, tras un proceso de desgrasado por solvente, obteniendo un 64,46 % de proteina
(F.C.N. = 5,7); mientras que Mercado (2012) reportdé un 67,23 % (F.C.N. = 6,25). Esta
ligera diferencia puede ser atribuida al factor de conversion de nitrégeno, el método de
extraccion de grasa y el tipo de solvente (Lopez et al., 2009; Badwaik et al., 2012).
Mercado (2012) y Sathe et al. (2012), utilizaron el método Soxhlet con éter de petrdleo (10
h) y hexano (6 h), respectivamente.
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La HDTSI present6é un mayor contenido de proteinas (en base seca) en comparacion a otras
harinas oleaginosas desgrasadas como: las semillas de linaza 42,8 % (Oomah et al., 1994),
torta de Guevina avellana 20 % (Moure et al., 2002), colza 42,7 % (Pedroche et al., 2004),
semillas de calabaza 25 — 36 % (Quanhong y Caili, 2005), semillas de sandia 56,13 %
(Wani et al., 2008), canola 43,6 — 45,5 % (Tan et al., 2011; Akbari y Wu, 2015), ajonjoli
42 % (Onsaard et al. 2010), girasol 57,3 — 59,9 % (Pickardt et al., 2009), cacahuate 47 — 55
% (Rustom et al., 1991; Ma et al., 2010), semillas de pimiento 26,02 % (Firatligil-Durmus
y Evranuz, 2010) soya 47,8 % (Rosset et al., 2012) y torta de palma 16,9 % (Chee y Ayob,
2013).

Sari et al. (2013) mencionan que la influencia de la grasa en la extraccion de proteinas no
solo se basa en caracteristicas de la estructura celular de la muestra, sino también en las
caracteristicas quimicas. Quimicamente, la grasa se hidroliza mediante la saponificacion en
condiciones alcalinas. Cuando esto sucede, la proteina puede disolverse mejor en solucion,
obteniendo posiblemente mejores resultados. Por lo tanto, se recomienda desgrasar la

materia prima antes de la extraccion de proteina.

4.2. Extraccion alcalina

4.2.1. Screening

El criterio de optimizacion usado fue el de maximizar el rendimiento de extraccion de las
proteinas de la HDTSI (funcion objetivo). De acuerdo con varias investigaciones
publicadas sobre la extraccion de proteinas y las experiencias de las pruebas preliminares,
cinco factores que pueden afectar en la extraccion de las proteinas, fueron evaluados: pH
(X)), temperatura (X3), relacion materia prima/solvente (X3), concentracion de NaCl (X4) y
tiempo de extraccion (Xs) (Oomah et al., 1994; Quanhong y Caili, 2005; Firatligil- Durmus
y Evranuz, 2010; Lv et al., 2011; Sathe et al., 2012; Chee y Ayob, 2013; Parra et al.,
2014).

Sin embargo, para confirmar estadisticamente que estas variables influyen en el proceso de
extraccion de la proteina, se procedido con la etapa de screening, cuyo objetivo fue
identificar aquellas variables que son significativas para el proceso. Son significativas

aquellas variables, que al hacerlas variar de un nivel bajo a un nivel alto, afectan
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sensiblemente las respuestas de un proceso; eliminando de esta manera aquellas variables
que resulten poco significativa (Ayala y Pardo, 1995). Para ello se asumio un disefio

completamente al azar con arreglo factorial 2" con réplica en el punto central.

La metodologia del disefio completamente al azar con arreglo factorial 2" con réplica en el
punto central, es aquel donde se investigan todas las posibles combinaciones de los niveles
de los factores. Ademas, la adicion de pruebas en el punto central del disefio, sirve para dar

una estimacion del efecto curvatura (Ayala y Pardo, 1995).

La matriz del disefio para esta etapa se muestra en el Cuadro 16. Las pruebas se realizaron
en orden aleatorio, ejecutando 32 experimentos y 3 puntos centrales, dando un total de 35
experimentos. Los resultados revelan que el rendimiento de extraccion de las proteinas

vari6 de 3,5 a 25,65 % (g de proteina soluble/100 g de proteina total).

La importancia de cada factor en la etapa de screening, se determind mediante el diagrama

de Pareto estandarizado (Figura 10) y el analisis de varianza (Cuadro 17).

Variable

2,10

D 1

CA

A A

AC 1

CD A

B
BC 1

|

BD A
DE 1
AD A
AE 1
E
BE 1
CE 1
AB 7

Factor

moaOw

Nombre
pH

To
MP/S
NaCl
Tiempo

T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Efecto estandarizado

Figura 10: Diagrama de Pareto estandarizado para el DCA con arreglo factorial 2

con replica en el punto central.
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En la Figura 10, se observa que la longitud de cada barra es proporcional al impacto de
cada efecto en la respuesta. Cualquier barra que se extienda mas alla de la linea vertical (en
rojo) resulta ser estadisticamente significativa, en el nivel de significancia seleccionado (5
%). La concentracion de NaCl, relacion materia prima/solvente (MP/S), pH y la
temperatura fueron los factores mas significativos que afectaron el rendimiento de
extraccion de proteina (Y). Los efectos de interaccion de pH — relacion MP/solvente,
relacion MP/solvente — concentracion de NaCl y la temperatura — relacion MP/solvente,
también fueron significativos para el rendimiento de extraccion de la proteina. El tiempo

de extraccion no fue significativo (p > 0,05).

Sin embargo, hasta este punto no se asume la linealidad del modelo (primer orden), y no se
evalu6 ningun efecto curvatura. Este efecto se evalia con las repeticiones en el centro y

por ello es necesario hacer un andlisis de varianza, el cual se muestra en el Cuadro 17.

El analisis de varianza (Cuadro 17) confirma lo establecido en el diagrama de Pareto a un
nivel de significancia de 5 %. Las variables X, X5, X5 y X4 fueron significativas, es decir,
afectaron sensiblemente a la respuesta Y. Las interacciones X;X3, X;X3 y X3X4 también
fueron significativas, al igual que el efecto curvatura, por lo que se puede decir que el

modelo lineal no es apropiado para este caso.

Como se puede observar, los cuatro factores que afectaron significativamente el proceso de
extraccion de las proteinas de la HDTSI, estan sustentados por Cheftel et al. (1989)
quienes afirman que la solubilidad depende fundamentalmente del pH, fuerza idnica, tipo
de solvente y la temperatura. De manera similar, Linden y Lorient (1996) afirman que en la
solubilizacion de las proteinas intervienen al menos cuatro factores simultaneamente: pH,
fuerza i6nica, la temperatura y el tipo de solvente, pero que depende fundamentalmente del
pH (alcalino), ya que producen la maxima solubilidad de la proteina. Tan et al. (2011)
indican que el rendimiento de extraccion de proteinas esta influenciado por el tipo de
proceso de extraccion y por diferentes factores, tales como el pH, la concentracion de

sales, fuerza idnica del medio, carga neta y repulsiones electrostaticas.

Rodrigues et al. (2012) mencionan que la solubilizacion de las proteinas vegetales, de las
harinas de semillas oleaginosas (soja, girasol, colza, linaza) o semillas de sandia, calabaza,

uva y melon; dependen fundamentalmente de las soluciones acuosas o de la concentracion
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de las sales (ej. NaCl) con niveles de pH muy variables, asi como el cambio en la relacion
solido/solvente y temperatura. Martinez et al. (2013) anaden que la extraccion de proteinas
vegetales, es particularmente dificil debido a las caracteristicas metabdlicas y estructurales

de los tejidos de las plantas, incluyendo la matriz de la pared celular.

Cuadro 17: ANVA para el modelo lineal en la etapa de screening.

Fuente Sumade | Gradode Cuadrado Valor F. | Valor-P | Sig.
Cuadrados | libertad Medio
Modelo 1430,92 15 95,394 39,31 0,000 ok
X 192,13 1 192,129 77,16 0,000 oAk
X5 37,48 1 37,476 15,05 0,001 ok
X3 526,42 1 526,420 211,42 0,000 oA
X4 548,38 1 548,384 220,24 0,000 oAk
Xs 0,16 1 0,158 0,06 0,804 n.s.
X1.Xz 0,021 1 0,021 0,01 0,929 n.s.
X1.X3 48,59 1 48,585 19,51 0,000 oAk
X1.X4 0,78 1 0,784 0,32 0,582 n.s.
X;.Xs 0,60 1 0,602 0,24 0,629 n.s.
X2.X3 21,66 1 21,665 8,70 0,009 ok
X5.X4 4,89 1 4,891 1,96 0,178 n.s.
X5. X5 0,14 1 0,137 0,05 0,818 n.s.
X3.X4 48,44 1 48,437 19,45 0,000 oAk
X3.X5 0,11 1 0,112 0,04 0,835 n.s.
X4.Xs 1,12 1 1,121 0,45 0,511 n.s.
Curvatura 199,66 1 199,660 80,18 0,000 oAk
Error residual 44,82 18 2,490
Falta de ajuste 4443 16 2,777 14,49 0,066 n.s.
Error puro 0,38327 2 0,192
Total 1675,40 34
R’ 0,9732
R justado 0,9490

* Significancia a un nivel de 0=0,05; n.s.= No significativo.
**Significancia a un nivel de 0=0,01.

***Significancia a un nivel de 0=0,001.

65



Por tanto, las variables mas importantes identificadas en esta etapa del estudio
(concentracion NaCl, relacion materia prima/solvente, pH y temperatura), estan
relacionadas con los factores mencionados en la literatura, puesto que el solvente es una
solucion de NaCl e influye directamente con la fuerza idnica, la cual reduce la atraccion
electrostatica entre las cargas opuestas de grupos proximos, produciendo la solvatacion de
los iones que permitiran la solubilidad de las proteinas. Asimismo el pH que debido a la
naturaleza anfotera de la proteina, influye en funcién a cuan cerca o lejos se encuentre del
punto isoeléctrico. De igual manera, la temperatura que como regla general mejora la
solubilidad de las proteinas; y la relaciéon materia prima/solvente, que permite que haya un
equilibrio y evite la saturacion de los componentes solubilizados que a la vez depende del
porcentaje y el tipo de proteinas de la harina (Cheftel et al., 1989; Fennema, 2010; Urrutia,
2010). También hay que resaltar la influencia de las interacciones, comprobadas
estadisticamente por los resultados, y justificados por Badui (2006) quien menciona que la
solubilidad de las proteinas, se debe de forma conjunta a los distintos factores y que no se

pueden aislar facilmente uno de otro.

4.2.2. Escalamiento

La necesidad de profundizar el analisis en esta etapa no fue requerida, debido a que el
analisis de varianza en la etapa de screening (Cuadro 17) comprobd un efecto curvatura

altamente significativo.

Por otro lado, fue posible localizar un rendimiento maximo de extraccion de la proteina del
sacha inchi en el disefio completamente al azar con arreglo factorial 2" con réplica en el
punto central. Las variables para dicho rendimiento fueron: pH 9,5, temperatura de 60 °C,
relacion materia prima/solvente 1/40 (p/v), concentracion de NaCl 1 M y tiempo de
extraccion 10 min; obteniendo un valor estimado de 26,48 %. Esto puede indicar que este
punto se encontraria en la region mas cercana a la 6ptima. Por lo tanto, para la siguiente
etapa se realizé un nuevo cuadro de codificaciones de variables (Cuadro 12), es decir, se
variaron los parametros de los niveles de las variables, partiendo como nuevo punto
central, el punto mas alto hallado en el disefio anterior y se sigui6 con la estimacion de

segundo orden.
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Cabe indicar que el pH fue significativo, sin embargo no se tomd en cuenta en la etapa de
optimizacion; debido a que muchos autores indican no ajustar a pH > 9,5, ya que provoca
la racemizacion de los aminoacidos sobre todo los azufrados y a otros esenciales tales
como lisina generando lisinoalanina que pueden ser toxicos, ademas propician la
formacion de puentes covalentes intra o intermoleculares que reducen la solubilidad de la
proteina y la capacidad de extraccion. También se ha reportado que la desnaturalizacion e
hidrolisis de las proteinas, incrementan la reaccion de Maillard y la extraccion de
componentes no proteicos, los cuales co-precipitan con las proteinas, bajando asi la calidad
del aislado proteico (Schwass y Finley, 1984; Cheftel et al., 1989; Linden y Lorient, 1996;
Mizubuti et al., 2000; Moure et al., 2006; Badui, 2006; Fennema, 2010; Callisaya, 2011;
Lvetal., 2011; Chee y Ayob, 2013).

Segun Ruiz et al. (2013) el contenido de aminoacidos azufrados de la torta del sacha inchi
(metionina y cisteina), se presentan en mayores cantidades (28 mg/g de proteina) a
comparacion de otras fuentes (soya y mani). Por lo tanto, trabajar con pH mayor a 9,5

afectaria negativamente a la calidad de las proteinas por las razones ya expuestas.

4.2.3. Optimizacion del proceso

Para la etapa de optimizacion, se considerd6 un disefio compuesto central (DCC) de
segundo orden, de acuerdo a la metodologia descrita por Ayala y Pardo (1995), Quanhong
y Caili (2005), Wani et al. (2006), Firatligil-Durmus y Evranuz (2010) y Chee y Ayob
(2013).

Para ello, se consideraron tres variables significativas obtenidas en la etapa de screening: la
temperatura (X»), la relacion materia prima/solvente (X3) y la concentracion de NaCl (X4).
El pH (X;) de 9,5 se mantuvo constante, debido a las razones expuestas anteriormente;
mientras que el tiempo (Xs) seleccionado fue de 15 min, ya que las respuestas no difirieron
significativamente entre un corto y largo tiempo. Este tiempo seleccionado coincide con
empleado por Quanhong y Caili (2005), Wani et al, (2008) y Lv et al. (2011) quienes
trabajaron en la extraccion de las proteinas de las semillas de calabaza, semillas de sandia y
semillas de uva, respectivamente. El criterio de optimizacion usado fue maximizar el

rendimiento de proteina de la HDTSI (funcién objetivo).
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El DCC consiste en un factorial 2, ampliado con puntos axiales y centrales que aportan la
curvatura necesaria para la estimacion de los efectos cuadraticos (Goundan, 1992). Este
disefio ha sido utilizado para la optimizacion de extracciones de proteina de diferentes
fuentes de origen alimentario, como: las semillas de linaza (Oomah et al., 1994), gandul
(Mizubuti et al., 2000), semillas de calabaza (Quanhong y Caili, 2005), salvado de avena
(Guan y Yao, 2008), caupi (Mune et al., 2008), semillas de sandia (Wani et al., 2008),
girasol (Pickardt et al., 2009), sorgo malteado (Irakoze y Sindayigaya, 2010), semillas de
pimiento (Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010), tarwi (Urrutia, 2010), cacahuate (Rustom et
al., 1991 y Ma et al., 2010), semillas de melon amargo (Horax et al., 2011), avellana (Sui
et al., 2011), soya (Rosset et al., 2012), torta de palma (Chee et al., 2012; Chee y Ayob,
2013), almorta (Shahraki et al., 2013), lentejas (Parra et al., 2014) y quinua (Guerrero-
Ochoa et al., 2015).

Los valores promedio del rendimiento de extraccion de proteinas experimentales (Y) y
estimados (Y) para cada punto, se presentan en el Cuadro 18. Las pruebas se realizaron en
orden aleatorio, ejecutando ocho puntos factoriales, seis puntos axiales y cinco repeticiones

en el punto central; dando un total de 19 experimentos.

Los resultados revelan que el rendimiento de extraccion de proteinas vario de 11,59 a
28,98 %. Anteriormente, Mercado (2012) recuperd 99,4 % de proteinas presente en la
harina del sacha inchi (250 pum) en condiciones de extraccion a pH 11, relacion
harina/solvente 1/30 (p/v), temperatura 50 °C y tiempo de extraccion 60 min. Mientras que
Sathe et al. (2012) recuperaron 69,2 % — 79,5 % de proteinas en condiciones de extraccion
a pH 1 — 12 respectivamente, NaCl 2 M, relacion harina/solvente 1/10 (p/v), temperatura
ambiente y tiempo de extraccion 15 min. Recientemente, Jagersberger (2013) recuperd
7,34 % de proteinas en condiciones de extraccion a pH 7, buffer fosfato de sodio 0,1 M,
relacion harina/solvente 1/20 (p/v), temperatura ambiente y tiempo de extraccion 60 min.
Las diferencias observadas respecto al presente trabajo, puede deberse a las condiciones de
extraccion de aceite, las caracteristicas fisico-quimicas de la materia prima inicial

empleada, entre otras.
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Por otro lado, se han reportado anteriormente la recuperacion de proteina en otras
oleaginosas utilizando la extraccion alcalina, asi como, las semillas de linaza (82 %)
(Oomah et al., 1994), semillas de calabaza (26 %) (Quanhong y Caili, 2005), semillas de
sandia (80,71 %) (Wani et al., 2008), semillas de pimiento (47 %) (Firatligil-Durmus y
Evranuz, 2010), semillas de uva (36 %) (Lv et al., 2011), colza (18 %) (Sari et al., 2013),
canola (13,6 — 56 %) (Akbari y Wu, 2015), torta de palma (28,37 %) (Chee y Ayob, 2013),
soya (33,04 %) (Rosset et al., 2012), cacahuate (65,3 %) (Ma et al., 2010), girasol (80 %)
(Pickardt et al., 2009) y semillas de melon (80,4 %) (Horax et al., 2011).

a. Evaluacion del modelo matematico

El modelo matematico de segundo orden (cuadratico) obtenido para este disefio, es una
relacion empirica entre el rendimiento de extraccion de proteinas y las variables

independientes en unidades codificadas, como se indica en la siguiente ecuacion:

Y =27,981 + 0,129x, + 3,291x3 + 3,699x, — 1,94x2 — 2,812x3 @7
—2,998x2 + 0,966x,x3 — 1,489x,x, — 1,209x3x,
Mediante la conversion de los valores codificados en valores reales (unidades no

codificadas), se presenta de la siguiente manera:

Y = —41,60 + 0,972X, + 0,992X; + 29,294X, — 0,0086X% — 0,012X? 28)
—5,329XZ + 0,004X,X5 — 0,132X,X, — 0,107X5X,

El modelo cuadratico, derivado de los disefios rotables y compuestos, fue evaluado

estadisticamente para ver el grado de ajuste a los datos experimentales. El analisis de

varianza del modelo cuadratico de la Ecuacion 27, se presenta en el Cuadro 19.

En la evaluacion estadistica, el analisis de varianza del modelo cuadratico indica que es
altamente significativo (p < 0,001), ademas el modelo present6 una falta de ajuste no
significativo (p > 0,05), indicando que los resultados experimentales se ajustan
adecuadamente al modelo para predecir el rendimiento de proteinas. Tan et al. (2014)

mencionan que si el valor p es mayor al nivel de significancia, el modelo es adecuado. Por
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lo tanto, el modelo desarrollado representaria adecuadamente la relacion entre los factores

elegidos.

Cuadro 19: ANVA para el modelo cuadratico en la etapa de optimizacion.

Fuente Suma de G-rado de Cuadrfaldo Valor F; | Valor-P | Sig.
Cuadrados | libertad Medio
Modelo 593,352 9 65,928 21,61 0,000 oAk
Lineal 334,991 3 111,664 36,60 0,000 otk
Cuadratico 221,473 3 73,824 24,20 0,000 ok
Interaccion 36,889 3 12,296 4,03 0,045 *
Error residual 27,458 9 3,051
Falta de ajuste 23,706 5 4,741 5,06 0,071 n.s.
Error puro 3,752 4 0,938
Total 620,81 18
R’ 0,9558 Sd 1,74669
R justado 09115  CV (%) 7,79

* Significancia a un nivel de 0=0,05; Sd= Desviacion estandar; CV = Coeficiente de variabilidad.
**Significancia a un nivel de 0=0,01; n.s.= No significativo.

***Significancia a un nivel de 0=0,001.

Con respecto al error puro, se observa que la suma de cuadrados es pequefia en
comparacion a la suma de cuadrados del total, presentando asi una buena reproducibilidad

en el punto central (Ayala y Pardo, 1995; Morales, 2003; Quanhong y Caili, 2005).

Al evaluar el coeficiente de determinacién (R?) se pudo establecer que el 95,58 % de
variabilidad de los resultados es explicado por el modelo cuadratico. Ademas, existe un
alto grado de correlacién entre los valores experimentales y estimados, debido a que el R?
fue 0,9558 y el Rzajustado de 0,9115 (Tan et al., 2014; Parra et al., 2014). Para reforzar el
alto grado de correlacion entre los resultados experimentales y estimados por el modelo

cuadratico, se presenta dicha correlacion en la Figura 11.

Eren y Kaymak (2007) mencionan que un valor alto de R* no siempre implica que el
modelo de regresion sea bueno, es decir, que si se adiciona una variable al modelo se

. ’ 2 . . . . .. , .
incrementaria el R”, haciendo caso omiso si la variable adicional es estadisticamente
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significativa o no. Por esta razon el Rzajustado debe ser superior a 0,900 para indicar un buen
ajuste del modelo. Por el contrario, Firatligil-Durmus y Evranuz, (2010) mencionan que el
coeficiente de determinacién (R?) mas cercano a la unidad, indican un ajuste razonable del
modelo a los datos experimentales. Estudios anteriores han reportado valores de R’ que
van desde 0,775 a 0,995 para gandul, mani y torta de palma (Mizubuti et al., 2000; Ma et
al., 2010; Chee y Ayob, 2013).

29 —

26

23 —

20

observados

17 —

14 — 5

° R*=95,58 %

11 = ’ 1 1 1 1 1 1

11 14 17 20 23 26 29
predichos

Figura 11: Comparacion del rendimiento de extraccion de proteinas entre el
experimental (observados) y estimado (predichos) por el modelo

cuadrético.

Al evaluar el coeficiente de variacion (CV), se pudo establecer un 7,79 %, lo que sugiere
una buena precision y alta confiabilidad del experimento realizado. Como regla general, un
modelo puede considerarse razonablemente reproducible si su CV no es mayor al 10 %

(Irakoze y Sindayigaya, 2010; Parra et al., 2014).

b. Analisis de significancia de los coeficientes de regresion

En el Cuadro 20, se presenta la prueba de significancia de los coeficientes de la ecuacion
de regresion cuadratica para el rendimiento de extraccion de proteinas. Cada coeficiente
del modelo estimado, fue analizado mediante la prueba t de Student y el valor p (a = 0,05).
Segun Amin y Anggoro (2004) las variables o factores correspondientes seran mas

significativos si el valor t absoluto se hace mas grande y el valor p se hace mas pequefio.
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Cuadro 20: Prueba de significancia de los coeficientes de regresion de la ecuacién

cuadrética para el rendimiento de proteinas.

Parédmetro | Factores Coeficien-tes =rror Valor-t | Valor-P Sig.
de regresion | estandar
Bo Intercepto 27,981 0,7802 35,862 0,000 oA
Lineal
B X2 0,129 0,4726 0,275 0,790 n.s.
B, X3 3,291 0,4726 6,963 0,000 ok
B3 X4 3,699 0,4726 7,826 0,000 HAE
Cuadratico
By Xy -1,941 0,4728 -4,105 0,003 **
B2z X3 -2,812 0,4728 -5,948 0,000 A
B33 X4’ -2,998 0,4728 -6,341 0,000 A
Interaccion
B12 X2X3 0,966 0,6175 1,565 0,152 n.s.
Bis XoX4 -1,489 0,6175 2,411 0,039 *
B3 X3X4 -1,209 0,6175 -1,957 0,082 n.s

* Significancia a un nivel de 0=0,05; n.s.= No significativo.
**Significancia a un nivel de 0=0,01.

***Significancia a un nivel de 0=0,001.

Se puede observar del Cuadro 20 que los coeficientes de regresion de la ecuacion del
término lineal mas significativos sobre el rendimiento de extraccion de proteina fueron la
concentracion de NaCl (x4) (p < 0,001) y la relaciéon materia prima/solvente (x3) (p <
0,001). Especialmente, la concentracion de NaCl tuvo la mayor influencia sobre el
rendimiento de extraccion de proteina de la HDTSI (valor t = 7,826). La temperatura (X;)
no fue significativa (p > 0,05). Oomah et al. (1994), Quanhong y Caili (2005) y Horax et
al. (2011) reportaron un efecto similar para las pruebas de extraccion de proteinas en las
semillas de linaza, calabaza y melon amargo, respectivamente. Sin embargo, otros autores
han informado que la temperatura influye en la extraccion de proteinas (Ma et al., 2010;

Chee y Ayob, 2013).

Con respecto al término cuadratico, la concentracion de NaCl (x4°) (p < 0,001), la relacion

materia prima/solvente (xs°) (p < 0,001) y la temperatura (x,°) (p < 0,01), tuvieron un
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efecto altamente significativo sobre el rendimiento de extraccion de proteina. Mientras que
el término de interaccion, la temperatura — concentracion de NaCl (x2X4), tuvo un efecto
significativo (p < 0,05). Esto sugiere que hay curvatura en la superficie de respuesta, que se

vera mas adelante.

Por lo tanto, los efectos del término lineal fueron mas significativos que los efectos del
término cuadratico. Esto significa que los factores como la concentracion de NaCl (x4) y la
relacion materia prima/solvente (x3), tienen una relacion directa en la extraccion de

proteina de la HDTSI.

c. Andlisis de la superficie de respuesta

La grafica de superficie de respuesta (tridimensional), se elabord a partir del modelo
cuadratico (Ecuacion 28) para ilustrar los efectos principales e interactivos de las variables
independientes sobre la variable respuesta (rendimiento de proteina). El objetivo principal
fue identificar el valor 6ptimo de las variables independientes de manera eficiente para
maximizar la respuesta. Estas graficas (Figura 12, 13 y 14) se obtuvieron mediante la
fijacion de una variable independiente codificada a nivel cero, mientras que las dos

variables restantes varian dentro del rango experimental.

En la Figura 12 se muestra el efecto de la temperatura y la relacion materia prima/solvente
sobre el rendimiento de proteina. Se observa que ambos ejercen un efecto cuadratico en el
rendimiento de proteina. La variacion de la temperatura y la relacion materia
prima/solvente revelaron que el maximo rendimiento de proteina (29,01 %) se obtuvo
cuando la temperatura fue de 57,54 °C y la relacién materia prima/solvente de 1/44,8 (p/v),
mientras que la concentracion de NaCl fue de 1,25 M (nivel cero). Este comportamiento es
similar al reportado por Chee y Ayob (2013), quienes obtuvieron un mayor rendimiento de
proteinas en la harina de torta de palma, cuando la relacion materia prima/solvente fue de
1/70 (p/v) que es mayor al presente estudio y la temperatura de 50 °C. Otros estudios
realizados en harina de semillas de tomate (1/30) (Liadakis et al., 1995), semillas de
calabaza (1/30) (Quanhong y Caili, 2005), semillas de sandia (1/70) (Wani et al. 2008),
semilla de palma (1/60) (Arifin et al., 2009) y granos de destileria (1/37) (Dong et al.,
2012), estan de acuerdo con el presente estudio, ya que con en el aumento de la relacion

materia prima/solvente dio lugar a un mayor rendimiento de proteinas.
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Por el contrario, Oomah et al. (1994) menciona que el rendimiento de proteina aumenta
con la disminucion de la relacion materia prima/solvente. Asi mismo, Nilo-Rivas et al.
(1981) también informaron que un gran exceso de solvente disminuye el rendimiento de
proteina. Por su parte, Ventura et al. (2005) mencionan que la cantidad de harina a
solubilizar en el sistema, influye significativamente en la composicion y cantidad
porcentual de la proteina recuperada, sin embargo el solvente debe ser adecuado para que
no se sature los componentes solubilizados, lo que indica que es de vital importancia
determinar la relacion apropiada entre la cantidad de solvente y la cantidad de proteinas a

solubilizar.

Rendimiento de proteina (%6)

Temperatura (°C) 80 10 Relacion MP/S (p/v)

Figura 12: Superficie de respuesta del rendimiento de extraccion de proteina de la
HDTSI en funcion de los factores: temperatura (X;) y relacion materia
prima/solvente (X3). Factor constante: concentracion de NaCl de 1,25 M
(Xa).

Por otro lado, el aumento tanto de la temperatura y la relacion materia prima/solvente
pueden causar el incremento de la extraccion de proteinas. Sin embargo cuando la
temperatura fue mayor a 57,54 °C y la relacion materia prima/solvente mayor a 1/44,8
(p/v), el rendimiento de proteina se redujo a valores por debajo de 29,01 %. Esto pudo
deberse a que la alta temperatura pudo provocar la desnaturalizacion de las proteinas,

disminuyendo su solubilidad. Es por ello que no se recomienda trabajar a temperaturas
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mayores a 60 °C (Rustom et al., 1991; Linden y Lorient, 1996; Lv et al., 2011; Chee y
Ayob, 2013).

En la Figura 13 se muestra el efecto de la relacion materia prima/solvente y la
concentracion de NaCl sobre el rendimiento de proteina. Se observa que ambos ejercen un
efecto cuadratico en el rendimiento de extraccion de la proteina. La variacion de la relacion
materia prima/solvente y la concentracion de NaCl revelaron que el méximo rendimiento
de proteina (29,72 %) se obtuvo cuando la relacion materia prima/solvente fue 1/42 (p/v) y
la concentracion de NaCl de 1,65 M, mientras que la temperatura fue 55 °C (nivel cero).
Este comportamiento fue similar al reportado por Sathe et al. (2012), quienes obtuvieron
un mayor rendimiento de proteinas en harina de semillas del sacha inchi, cuando la
concentracion de NaCl fue de 2 M que es menor al presente estudio. Asi mismo, Oomah et
al. (1994), Pickardt et al. (2009) y Horax et al. (2013) reportaron similares resultados en el
empleo del uso del NaCl como solvente extractante de las proteinas en las harinas de
semillas de linaza (1,5 M), girasol (2,3 M) y semillas de melon amargo (1,3 M),
respectivamente. Quanhong y Caili (2005), Mune et al. (2008) y Arifin et al. (2009)
emplearon menores valores de concentracion de NaCl para la harina de semillas de
calabaza (0,72 M), caupi (0,15 M) y palma (0,2 M), respectivamente. Esta diferencia,
puede deberse al tipo de materia prima, caracteristicas fisico-quimicas de las proteinas,

entre otras.

Cheftel et al. (1989) explica que la presencia de NaCl en el medio, puede aumentar la
solubilidad de las proteinas dado el efecto salting in. Los iones reaccionan con las cargas
de las proteinas y rebajan la atraccion electrostatica entre las cargas opuestas de grupos
proximos, por otro lado la solvatacion debido a estos iones, permite aumentar la
solvatacion de las proteinas y por lo tanto su solubilidad. Este comportamiento explica la
razon por la cual a una concentracion de 1,65 M de NaCl se obtuvo mayor rendimiento
respecto al no empleo de NaCl en el solvente de extraccion. Asi mismo, estudios recientes
reportan el uso principalmente de las sales de sodio y calcio para extraer proteinas de
diferentes alimentos vegetales (Ghaly y Alkoaik 2010; Lestari et al., 2010; Karaca et al.,
2011; Nadal et al., 2011; Chee y Ayob, 2013).

Por otro lado, cuando la concentracion de NaCl fue mayor a 1,65 M y la relacion materia

prima/solvente mayor a 1/42 (p/v), el rendimiento de proteina se redujo (< 29,72 %). Esto
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pudo deberse a que la excesiva adicion de sal a soluciones de pH alto (> 9) pudo favorecer
el efecto salting out en la extraccion de proteinas (Tan et al., 2011). Ademas, Cheftel et al.
(1989) menciona que este efecto provoca la competencia entre la proteina y los iones
salinos por las moléculas de agua necesarias para su solvatacion respectiva, con una fuerte
concentracion salina, no hay bastantes moléculas de agua disponibles para la solvatacion

de la proteina, porque la mayor parte del agua esta fuertemente ligada a las sales.
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Figura 13: Superficie de respuesta del rendimiento de extraccion de proteina de la
HDTSI en funcion de los factores: relacion materia prima/solvente (X3) y
concentracién de NaCl (X,). Factor constante: temperatura de 55 °C (X»).

En la Figura 14 se muestra el efecto de la temperatura y la concentracion de NaCl sobre el
rendimiento de extraccion en proteina. Se observa que ambos ejercen un efecto cuadratico
en el rendimiento de proteina. La variacion de la temperatura y la concentracion de NaCl
revelaron que el maximo rendimiento de proteina (29,21 %) se obtuvo cuando la
temperatura fue de 52 °C y la concentracion de NaCl de 1,75 M, mientras que la relacion
materia prima/solvente fue de 1/35 (p/v) (nivel cero). Este comportamiento es similar al
reportado por Chee y Ayob (2013), quienes obtuvieron un mayor rendimiento de proteinas
en la harina de torta de palma, cuando la temperatura fue de 50 °C y la concentracion de la

sal hexametafosfato de sodio del 2 %. De otro lado se observd que cuando la temperatura
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fue mayor a 52 °C y la concentracion de NaCl mayor a 1,75 M, el rendimiento se redujo (<

29,21 %).

Rendimiento de proteina (%)

Temperatura (°C) 80 0 NaCl (M)

Figura 14: Superficie de respuesta del rendimiento de extraccion de proteina de la
HDTSI en funcion de los factores: temperatura (X;) y concentracion de
NaCl (X,4). Factor constante: relacion materia prima/solvente 1/35 (p/v)
(Xs)

Teniendo en cuenta todos los resultados en la extraccion alcalina, es evidente que el
incremento de la concentracion de NaCl y la relacion materia prima/solvente son los
principales contribuyentes en la extraccion de proteina de la HDTSI. Este hecho puede
deberse, al tipo de proteinas presentes en la harina de semilla del sacha inchi. Sathe et al.
(2012) encontraron en la proteina del sacha inchi fracciones importantes de proteinas
solubles como las albuminas (43,7 %), globulinas (27,3 %) y glutelinas (31,9 %), que son
solubles en agua, sal y medio alcalino, respectivamente. Adicionalmente, Rodrigues et al.
(2012) mencionan que la presencia de sales (fuerza i6nica) influye de manera eficiente en

la extraccion de proteina de las harinas de semillas oleaginosas.

Las condiciones optimas de extraccion de las proteinas del sacha inchi fueron estimadas
por el método de deseabilidad, utilizando el programa Minitab (Figura 15). La variable

dependiente se fijo al valor maximo de deseabilidad (d = 1,00), las condiciones Optimas
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obtenidas correspondieron a una temperatura de 54,2 °C, relacion materia prima/solvente
de 1/41,8 (p/v) y concentracion de NaCl de 1,65 M, obteniéndose un rendimiento de

proteina estimado de 29,7 %.

- T° H/S
Op]t)mo Alto 80,2269 60,2269
Act [54.2355] [41.8801]
088576 Bajo 29,7731 9,7731
Rendimie /
Maximo
y = 29,7286
d =0,88576

Figura 15: La condicion optima del rendimiento de proteina utilizando el método de

la funcidn de deseabilidad en la extraccién alcalina.

Este valor estimado de rendimiento de proteina de la HDTSI resultd cercano o mayor al
reportado para otras fuentes vegetales. Asi podemos citar al estudio de Chee y Ayob
(2013), quienes trabajaron en la extraccion de proteinas de torta de palma utilizando MSR,
donde encontraron como condiciones Optimas de extraccion a una temperatura de 50 °C,
pH 10, relacion harina/solvente 1/70 (p/v) y concentracion de hexametafosfato de sodio 1,5
%; obteniendo un rendimiento de proteina de 28,37 %. Por otro lado, Zhang et al. (2013)
estudiaron la extraccion de proteinas del fresno espinoso usando también la MSR y
concluyeron que el rendimiento maximo (18,9 %) se obtuvo a pH 8,75, relacion
harina/solvente 1/17,5 (p/v), 0,79 mol/L de NaCl a 35 °C durante 60 min. Finalmente,
Quanhong y Caili (2005) estudiaron la extraccion de proteina de semilla de calabaza
usando MSR y concluyeron que el rendimiento maximo (26 %) se obtuvo a la relacion

harina/solvente 1/30,2 (p/v), 4,26 % de NaCl y tiempo de extraccion de 18,1 min.

4.2.4. Validacion del modelo

La idoneidad de la ecuacion del modelo para predecir los valores de la respuesta 6ptima se
probo usando las condiciones dptimas recomendadas. Bajo este conjunto de condiciones se

determind que fue Optimo para el enfoque de optimizacion (MSR), que también se utiliza
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para validar experimentalmente y predecir los valores de las respuestas utilizando la
ecuacion del modelo. Se encontrd que los valores experimentales estan de acuerdo con el

valor estimado por el modelo (Cuadro 21).

Cuadro 21: Condicion 6ptima recomendado por el modelo de segundo orden,

respuesta estimada y experimental.

Condiciones ¢ptimas Codificado | No codificado
Temperature (°C) -0,06 54,2
Relacion materia prima/solvente (p/v) 0,46 1/41,8
Concentracion de NaCl (M) 0,54 1,65
Variable respuesta Estimada | *Experimental Rango
Rendimiento de proteina (%) 29,73 30,23 +0,50 29,73 —30,73

* Media = desviacion estandar; n=3 (triplicado).

4.3. Extraccion enzimatica asistida

4.3.1. Optimizacion del proceso

Para la etapa de optimizacion, se consider6 un DCC de segundo orden de acuerdo a la
metodologia descrita por Ayala y Pardo (1995), Quanhong y Caili (2005), Wani et al.
(2008), Ma et al. (2010), Firatligil-Durmus y Evranuz (2010), Chee y Ayob (2013) y Parra
et al. (2014). Las variables consideradas fueron: concentracion de enzima (Z;) y tiempo de
extraccion (Z;); ello de acuerdo a pruebas preliminares realizadas y segin lo evaluado por
Shen et al. (2008), Sui et al. (2011) y Sari et al. (2013). La enzima utilizada fue la Alcalasa
(proteasa alcalina), trabajandose a pH 9 y temperatura de 55 °C de acuerdo a las
condiciones Optimas de trabajo de la enzima. La relacion materia prima/solvente fue 1/50
(p/v) de acuerdo a las pruebas preliminares. El criterio de optimizacion usado fue
maximizar el rendimiento de extraccion de proteina de la HDTSI (YY) y minimizar el grado
de hidrolisis (Y;) de la proteina. A este ultimo punto indicamos que se minimiza porque

afectaria las propiedades tecnofuncionales de las proteinas, que se explicara mas adelante.
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Los valores promedio de las respuestas experimentales (Y) y estimados (Y) para cada
punto experimental, se presentan en el Cuadro 22. Las pruebas se realizaron en orden
aleatorio, ejecutando cuatro puntos factoriales, cuatro puntos axiales y cinco repeticiones
en el punto central, dando un total de 13 experimentos. Los resultados revelan que el

rendimiento de extraccion de proteinas (Y) vario de 28,41 a 42,58 %.

Anteriormente, no se han desarrollado estudios sobre la extraccion enzimatica asistida de
proteina de la HDTSI; sin embargo, se han reportado estudios similares en otras fuentes
vegetales como: la harina de mostaza (52,4 %) (Pedroche et al., 2004), semillas de pino
(87,45 %) (Wang et al., 2011), avellana (92,20 %) (Sui et al., 2011), torta de palma (61,32
%) (Chee et al., 2012), soya (56,3 %) (Rosset et al., 2012), colza (50 — 80 %) (Sari et al.,
2013), hojas de té (24 — 34 %) (Shen et al., 2008), hojas de olivo (41 — 90 %) (Vergara et
al., 2015) y torta de Guevina avellana (65 %) (Moure et al., 2002).

Con respecto a los resultados del grado de hidroélisis (Y;) este vario de 0,96 a 7,72 %.
Anteriormente, no se han desarrollado estudios sobre el grado de hidrolisis (GH) de la
HDTSI y su efecto en la extraccion de la proteina; sin embargo, se han reportado estudios
similares en otras fuentes vegetales como: la harina de mostaza (Brassica carinata) (GH:
8,3 - 17,5 %, Pedroche et al., 2004) y en la harina de cacahuate (GH: 0 -15 %, Zheng et al.,
2015).

a. Rendimiento de proteina

a.1. Evaluacion del modelo matematico

El modelo matematico de segundo orden (cuadratico) obtenido para este disefio, es el de
una relacion empirica entre el rendimiento de extraccion de proteinas y las variables
independientes en unidades codificadas, como se indica en la siguiente ecuacion:

¥, = 35,046 + 4,516z, + 1,369z, + 0,4z% — 2,3762% + 1,417 2,2, (29)

Mediante la conversion de los valores codificados en valores reales (unidades no

codificadas), se presenta de la siguiente manera:
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¥, = 21,058 — 0,125Z, + 0,504Z, + 0,178Z% — 0,0105Z% + 0,063Z,Z,  (30)

El modelo cuadratico, fue evaluado estadisticamente para ver el grado de ajuste a los datos
experimentales. El analisis de varianza del modelo cuadratico de la Ecuacion 29, se

presenta en el Cuadro 23.

En la evaluacion estadistica, el analisis de varianza del modelo cuadratico indica que fue
altamente significativo (p < 0,001). Ademas, presentd una falta de ajuste no significativo (p
> (,05), indicando que los resultados experimentales se ajustan adecuadamente al modelo
para predecir el rendimiento de proteinas. Tan et al. (2014) mencionan que si el valor p es
mayor al nivel de significancia, el modelo es adecuado. Por lo tanto, el modelo

desarrollado representaria adecuadamente la relacion entre los factores elegidos.

Cuadro 23: ANVA para el modelo cuadratico del rendimiento de proteina.

Fuente Sumade | Grado de | Cuadrado Valor F, | Valor-P Sig.
Cuadrados | libertad Medio
Modelo 229,101 5 45,820 165,29 0,000 ok
Lineal 178,191 2 89,096 321,41 0,000 oA
Cuadratico 42,872 2 21,436 77,33 0,000 ook
Interaccion 8,037 1 8,037 28,99 0,001 ok
Error residual 1,94043 7 0,277
Falta de ajuste 1,43 3 0,477 3,73 0,118 n.s.
Error puro 0,511 4 0,128
Total 231,041 12
R’ 09916  Sd 0,526
R justado 0,9856  CV (%) 1,56

* Significancia a un nivel de 0=0,05; Sd= Desviacion estandar; CV = Coeficiente de variabilidad.
**Significancia a un nivel de 0=0,01; n.s.= No significativo.

***Significancia a un nivel de 0=0,001.

Con respecto al error puro, se observa que la suma de cuadrados es pequefia en
comparacion a la suma de cuadrados del total, presentando asi una buena reproducibilidad
en el punto central (Ayala y Pardo, 1995; Morales, 2003; Quanhong y Caili, 2005). Al
evaluar el coeficiente de determinacion (R?) se pudo establecer que el 99,16 % de
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variabilidad de los resultados es explicado por el modelo cuadratico. Ademas, existe un
alto grado de correlacion entre los valores experimentales y estimados, debido a que el R’
fue 0,9916 y el Rzajustado de 0,9856 (Tan et al., 2014; Parra et al., 2014). Para reforzar el
alto grado de correlacion entre los resultados experimentales y estimados por el modelo

cuadratico, se presenta dicha correlacion en la Figura 16.
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Figura 16: Comparacion del rendimiento de extraccion de proteinas entre el
experimental (observados) y estimado (predichos) por el modelo
cuadratico.

Al evaluar el coeficiente de variacion (CV), se pudo establecer un 1,56 %, lo que sugiere
una buena precision y alta confiabilidad del experimento realizado. Como regla general, un
modelo puede considerarse razonablemente reproducible si su CV no es mayor al 10 %

(Irakoze y Sindayigaya, 2010; Parra et al., 2014).

a.2. Anélisis de significancia de los coeficientes de regresion

En el Cuadro 24, se presenta la prueba de significancia de los coeficientes de la ecuacion
de regresion cuadratica para el rendimiento de extraccion de proteinas. Cada coeficiente
del modelo estimado, fue analizado mediante la prueba t de Student y el valor p (o = 0,05).
Segun Amin y Anggoro (2004) las variables o factores correspondientes seran mas

significativos si el valor t absoluto se hace mas grande y el valor p se hace mas pequefio.
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Se puede observar del Cuadro 24 que los coeficientes de regresion de la ecuacion del
término lineal fueron altamente significativos sobre el rendimiento de extraccion de
proteina en especial la concentracion de enzima tuvo la mayor influencia sobre el
rendimiento de extraccion de proteina de la HDTSI (valor t = 24,26). Este efecto coincide
con los resultados obtenidos por Shen et al. (2008), Sui et al. (2011), Sari et al. (2013) y
Vergara et al. (2015) cuando trabajaron en harina de hojas de té, avellana, canola y hojas
de olivo, respectivamente; por el contrario, Wang et al. (2011) mencionan que el tiempo no

influye en la extraccion de proteinas de la harina de semillas de pino.

Cuadro 24: Prueba de significancia de los coeficientes de regresion de la ecuacion

cuadratica para el rendimiento de proteinas.

Parametro | Factores Coeficien-tes Error Valor-t Valor-P Sig.
de regresion| estandar

Bo Intercepto 35,046 0,2355 148,841 0,000 oAk
Lineal

B1 7 4,516 0,1861 24,263 0,000 ol

B2 7 1,369 0,1861 7,356 0,000 oAk
Cuadratico

Bii 7" 0,400 0,1996 2,008 0,085 n.s.

B2z 7’ -2,376 0,1996 -11,906 0,000 wAE
Interaccion

B12 717 1,417 0,2633 5,385 0,001 *x

* Significancia a un nivel de 0=0,05; n.s.= No significativo.
**Significancia a un nivel de 0=0,01.

***Significancia a un nivel de 0=0,001.

Con respecto al término cuadratico, la concentracion de enzima (z1%) (p > 0,05) no fue
significativo, sin embargo el tiempo de extraccion (z,°) (p < 0,001), tuvo un efecto
altamente significativo sobre el rendimiento de extraccion de la proteina; mientras que el
término de interaccion, concentracion de enzima — tiempo de extraccion (z;z;), tuvo un
efecto altamente significativo (p < 0,01), lo que sugiere que habra curvatura en la

superficie de respuesta, lo que se vera mas adelante.
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a.3. Andlisis de la superficie de respuesta

La grafica de superficie de respuesta (tridimensional), se elabordé a partir del modelo
cuadratico (Ecuacion 30) para ilustrar los efectos principales e interactivos de las variables
independientes sobre la variable respuesta (rendimiento de proteina). El objetivo principal
fue identificar el valor 6ptimo de las variables independientes de manera eficiente para
maximizar la respuesta. Esta grafica (Figura 17) se obtuvo mediante la variacion de las dos

variables independientes dentro del rango experimental.

En la Figura 17 se muestra el efecto de la concentracion de la enzima Alcalasa y el tiempo
de extraccion sobre el rendimiento de proteina. Se observa que el incremento de la
concentracion de la enzima, provoca un aumento en el rendimiento de extraccion de
proteina, cuando va de 1,4 a 5,6 % (efecto lineal). Este hecho concuerda con lo expresado
por Shen et al. (2008), Chee et al. (2012) y Vergara et al. (2015) que el aumento de la
concentracion de la enzima normalmente mejora la solubilidad de la proteina, debido a que
los enlaces peptidicos se rompen mas a una mayor cantidad de enzima y que a la vez
aumenta el rendimiento de extraccion de la proteina. Sin embargo, la existencia de la
enzima libre (exceso) en el solvente, podria hacer que interactie de forma drastica con la
proteina extraida y causar la degradacion de la misma, y por consecuencia su disminucion.
Otra explicacion del contenido maximo de proteina a extraer podria deberse a la llamada
inhibicion competitiva, en donde las moléculas de proteina extraidas actian como
inhibidor de la formacion del complejo enzima-sustrato evitando de este modo su actividad
(Laidler y Bunting, 1973). Por lo tanto, una concentracioén baja o demasiada alta de enzima
no es deseable para la extraccion de proteinas, debiéndose considerar una concentracion
Optima para un rendimiento maximo de proteina. Shen et al. (2008) reportaron un
comportamiento similar, verificando un aumento en el rendimiento de extraccion de la
proteina de las hojas de té (10 - 22,5 %), cuando se incremento la concentracion de enzima
(Alcalasa) de 1 a 4 %; por encima de 4 % encontr6 una disminucion del rendimiento. Asi
mismo, Sari et al., (2013) obtuvieron un mayor rendimiento de proteina en la harina de
colza (50 — 80 %), microalga (50 — 80 %) y soya (90 %), utilizando como enzima Protex

40XL a una concentracion de 5 %.

Con respecto al tiempo de extraccion, se observa un efecto cuadratico sobre el rendimiento

de proteina, el cual se incrementé cuando el tiempo vari6 de 15 a 31,5 min
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aproximadamente, llegando a sus niveles maximos entre los 31,5 y 41 min, mientras que
pasado los 41 min se da una ligera disminucion en la respuesta, manteniéndose estable.
Este comportamiento es similar al reportado por Vergara et al. (2015) quienes obtuvieron
un mayor rendimiento en proteina de hojas de olivo, cuando el tiempo de extraccion se
incrementd de 5 a 15 min, determinando que por encima de 15 min se mantenia igual. Asi
mismo, Sui et al. (2011) obtuvieron un mayor rendimiento de extraccion de proteina de la
avellana (87 %) utilizando la enzima Alcalasa, cuando el tiempo de extraccion se
incrementd de 30 a 90 min, determinando que por encima de estos limites se mantiene
estable con el aumento del tiempo. Shen et al. (2008) mencionan que el incremento del
tiempo de extraccion condujo a un alto rendimiento de extraccion de proteina, cuando
evaluaron a las enzimas Alcalasa y Protamex sobre la extraccion de proteinas en las hojas
de té, obteniendo como resultados un mayor rendimiento en las dos primeras horas, y que

después de este tiempo la extraccion se hizo menos significativa.
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Figura 17: Superficie de respuesta del rendimiento de extraccion de proteina de la
HDTSI en funcién de los factores: concentracion de enzima (Z;) y tiempo

de extraccion (Z,).

Teniendo en cuenta todos los resultados en la extraccion enzimatica asistida, es evidente
que el incremento de la concentracion de la enzima Alcalasa y el tiempo de extraccion son
los principales contribuyentes en la extraccion de proteina de la HDTSI.
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Investigaciones sobre la extraccion de proteina de la HDTSI con el método enzimatico no
se han desarrollado anteriormente; sin embargo, se han reportado estudios similares
utilizando otras fuentes vegetales. Asi, Sui et al. (2011) trabajaron en la extraccion de
proteinas de la harina de avellana utilizando la MSR y concluyeron que el rendimiento
maximo (92,2 %) se obtuvo a una concentracion de la enzima Alcalasa al 2 %, tiempo de
extraccion 150 min, temperatura 55 °C, relacion harina/solvente de 1/5 (p/v) y pH 9. Chee
et al. (2012) trabajaron en la extraccion de proteinas en la torta de palma, utilizando
también la MSR y encontraron efectos altamente significativos sobre el rendimiento de
proteina (61,32 %), trabajando a la temperatura de 50 °C, pH 9,5, relacion harina/solvente

de 1,1/100 g/ml a una concentracion de la enzima Tripsina del 1,36 %.

b. Grado de hidrolisis

b.1. Evaluacién del modelo matematico

El modelo cuadratico de segundo orden no se ajusté adecuadamente a los resultados del
grado de hidrdlisis (ANEXO 3), debido a que presentd insuficiencias en la correlacion de
los resultados experimentales y estimados. Por lo tanto, de acuerdo al andlisis estadistico,
se opto por el modelo lineal de primer orden, ya que el término lineal en el cuadro ANVA

fue altamente significativo (p < 0,001).
El modelo matematico de primer orden (lineal) obtenido para este disefio, es una relacion

empirica entre el grado de hidrolisis y las variables independientes en unidades

codificadas, como se indica en la siguiente ecuacion:

¥, = 4,142 + 1,676z, + 1,131z, (31)

Mediante la conversion de los valores codificados en valores reales (unidades no

codificadas), se presenta de la siguiente manera:

7, = —2,032 +1,117Z, + 0,075Z, (32)

El modelo lineal, fue evaluado estadisticamente para ver el grado de ajuste a los datos

experimentales, asi el andlisis de varianza del modelo lineal de la Ecuacion 31, se presenta
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en el Cuadro 25. De la evaluacidn estadistica, el analisis de varianza del modelo lineal
indica que es altamente significativo (p < 0,001), también presentd una falta de ajuste no
significativo (p > 0,05), indicando que los resultados experimentales se ajustan
adecuadamente al modelo para predecir el grado de hidrdlisis (Tan et al., 2014). Por lo

tanto, el modelo desarrollado representaria adecuadamente la relacion entre los factores

elegidos.
Cuadro 25: ANVA para el modelo lineal del grado de hidrdlisis.
Fuente Suma de G-rado e Cuadrf’;\do Valor F, | Valor-P Sig.
Cuadrados | libertad Medio
Modelo 32,715 2 16,3577 27,32 0,000 oAk
Error residual 5,987 10 0,5987
Falta de ajuste 5,252 6 0,8754 4,76 0,076 n.s.
Error puro 0,734 4 0,1837
Total 38,702 12
R’ 0,8453  Sd 0,773
Rzajustado 0,8144  CV (%) 18,68

*Significancia a un nivel de 0=0,05; Sd= Desviacion estandar; CV = Coeficiente de variabilidad.

***Significancia a un nivel de 0=0,001; n.s.= No significativo.

Con respecto al error puro, se observa que la suma de cuadrados es pequefia en
comparacion a la suma de cuadrados del total, presentando asi una buena reproducibilidad

en el punto central (Ayala y Pardo, 1995; Morales, 2003; Quanhong y Caili, 2005).

Al evaluar el coeficiente de determinacion (R?) se pudo establecer que el 84,53 % de
variabilidad de los resultados es explicado por el modelo lineal; también existi6 un alto
grado de correlacion entre los valores experimentales y estimados, debido a que el R? fue
0,8453 y el Rzajustado de 0,8144 (Tan et al., 2014; Parra et al., 2014). Joglekar y May (1987)

sugirieron que para un buen ajuste de un modelo, el R’ debe ser de al menos mayor a 0,80.

Al evaluar el coeficiente de variacion (CV), se pudo establecer un 18,68 %, lo que sugiere

una mediana precision del experimento realizado.
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b.2. Analisis de significancia de los coeficientes de regresion

En el Cuadro 26, se presenta la prueba de significancia de los coeficientes de la ecuacion
de regresion lineal para el grado de hidrdlisis. Cada coeficiente del modelo estimado, fue
analizado mediante la prueba t de Student y el valor p (a. = 0,05). Seglin Amin y Anggoro
(2004) las variables o factores correspondientes seran mas significativos si el valor t

absoluto se hace mas grande y el valor p se hace mas pequefio.

Cuadro 26: Prueba de significancia de los coeficientes de regresion de la ecuacion

lineal para el grado de hidrdlisis.

) Coeficientes| Error _
Parametros | Factores » ) Valor-t Valor-P Sig.
de regresion| estandar
Bo Intercepto 4,142 0,2146 19,299 0,000 A
Lineal
B 7 1,676 0,2736 6,128 0,000 AE
B2 Z 1,131 0,2736 4,134 0,002 ok

**Significancia a un nivel de 0=0,01; n.s.= No significativo.

***Significancia a un nivel de 0=0,001.

Se puede observar del Cuadro 26 que los coeficientes de regresion de la ecuacion del
término lineal fueron altamente significativos sobre el grado de hidrolisis, en especial la
concentracion de enzima tuvo la mayor influencia sobre el grado de hidrolisis (valor t =
6,128). Este efecto coincide con los resultados obtenidos por Pedroche et al. (2004), Ng y
Khan (2009) y Sari et al. (2013) cuando trabajaron en harina de mostaza, torta de palma y

colza, respectivamente.

b.3. Analisis de la superficie de respuesta

La grafica de superficie de respuesta (tridimensional), se elabord a partir del modelo lineal
(Ecuacion 32) para ilustrar los efectos principales de las variables independientes sobre la
variable respuesta (grado de hidrolisis). El objetivo principal fue identificar el valor 6ptimo
de las variables independientes de manera eficiente para minimizar la respuesta. Esta
grafica (Figura 18) se obtuvo mediante la variacion de las dos variables independientes
dentro del rango experimental.
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En la Figura 18 se muestra el efecto de la concentracion de la enzima Alcalasa y el tiempo
de extraccion sobre el grado de hidrélisis. Se observa que ambos ejercen un efecto lineal en
el grado de hidrolisis. La variacion de la concentracion de enzima y el tiempo de
extraccion revelaron que el minimo grado de hidrélisis (0,215 %) se obtuvo cuando la
concentracion de enzima fue 1,4 % y el tiempo de 9 min. Este comportamiento es similar
al reportado por Sari et al. (2013), quienes obtuvieron un menor grado de hidrdlisis de la
proteina de la harina de colza, cuando la concentracion de la enzima Protex 40XL fue de
1 % durante los tiempos iniciales de la reaccion el cual, es menor al presente estudio. Por
otro lado, Klompong et al. (2007) menciona que el aumento de la concentracion de la
enzima aumenta el grado de hidrolisis, ya que los enlaces peptidicos son mas propensos a
ser rotos en presencia de una mayor concentracion de enzima. Ng y Khan (2009)
mencionan que el tiempo afecta significativamente el grado de hidrdlisis hasta un valor
critico y que después tiende a ser estable, debido a que la enzima proteolitica interactia
rapidamente con las particulas de proteinas insolubles y que las cadenas polipéptidicas que
estan unidas débilmente a la superficie se hidrolizan. Por lo tanto, el niicleo mas compacto

de la proteina se escinde lentamente (Benjakul y Morrissey, 1997).
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Figura 18: Superficie de respuesta del grado de hidrolisis de la HDTSI en funcion de

los factores: concentracion de enzima (Z;) y tiempo de extraccion (Zy).
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Teniendo en cuenta todos los resultados en la extraccidén enzimatica asistida, es evidente
que el incremento de la concentracion de la enzima Alcalasa y el tiempo de extraccion
resultaron ser los principales contribuyentes que afectaron el aumento del grado de

hidrolisis.

4.3.2. Optimizacion de respuestas multiples

La optimizacion multiple se llevd a cabo luego de obtener los modelos matematicos
correspondientes de cada respuesta evaluada y aplicando la funcion de deseabilidad global
de Derringer (D) (Ecuacion 26), descrita por Candioti et al. (2014) y Montgomery (2002).
Asignando un valor de 1 para el exponente en las funciones de deseabilidad individual para

cada respuesta implicada (Ecuacion 24 y 25).

De esta forma, las restricciones para el rendimiento de proteina, se establecid a criterio
propio, debido a que se quiere llegar a una maxima extraccion de proteinas (100 %); con
respecto al grado de hidrolisis se establecido de acuerdo a Pedroche et al. (2004),
Karayannidou et al. (2007), Benitez et al. (2008), Jamdar et al. (2010) y Avramenko et al.
(2013) mencionando que una hidrdlisis limitada (< 10 %) produce buenas propiedades
tecnofuncionales (ej. emulsionante y espumante); ademas, ocasionaria un problema al
momento de su recuperacion por precipitacion isoeléctrica. De acuerdo a lo mencionado se
estableci6 la funcion de deseabilidad individual para el rendimiento de proteina y grado de

hidrolisis, fueron las siguientes:

Maximizacion del |( 0 ) Y, <0
. Y,-0
rendimiento de d. = 4 1 <¥ <1 33
1 (100_0) 0<Y, <100 (33)
proteina L 1 %, > 100

Donde 100 % representa la respuesta objetivo del rendimiento de proteina, es decir, el

maximo valor que se desea alcanzar.

( 1 Y, <8
Minimizacion del ! 10— Y, 1
=il——=] 8<Y,<10 (34)
grado de hidrolisis ? l< 108 ) 2
0 Y, > 10
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Donde 8 % representa la respuesta objetivo del grado de hidrolisis, es decir, el minimo
valor que se desea alcanzar; y 10 % es el maximo valor aceptable. Luego de considerar las
restricciones y las funciones de deseabilidad antes sefialadas y haciendo uso del programa

estadistico Minitab, se determino la solucion.

a. Analisis de la grafica de contorno

La grafica de contorno (bidimensional) sobrepuesto Y; y Y, se elaboraron a partir del
modelo cuadratico (Ecuacion 30) y lineal (Ecuacion 32) para ilustrar los efectos principales
de las variables independientes sobre las respuestas. El objetivo principal fue identificar el
valor optimo en los rangos deseados de las variables independientes de manera eficiente
para minimizar y maximizar las respuestas. Esta grafica se obtuvo mediante la variacion de

las dos variables independientes dentro del rango experimental.

En la Figura 19 se muestra la grafica de contorno donde se ve el efecto de la concentracion
de la enzima Alcalasa y el tiempo de extraccion sobre el rendimiento de proteina y grado
de hidrolisis. Se observa que la concentracion de la enzima Alcalasa y el tiempo de
extraccion aumentan de manera directa el rendimiento de proteina y grado de hidrolisis.
Este aumento del grado de hidrolisis, podria afectar algunas propiedades tecnofuncionales
(ej. emulsionantes y espumantes) y mejorar otras (ej. solubilidad). Segin Karayannidou et
al. (2007), Benitez et al. (2008), Jamdar et al. (2010) y Avramenko et al. (2013) una
hidrolisis limitada (< 10 %) mejora las propiedades tecnofuncionales de las proteinas y su
uso como saborizantes; sin embargo, por encima de un punto critico (> 10 %) puede
ocasionar un efecto perjudicial, pero podrian ser utilizados en la elaboracion de alimentos
especializados. Asi mismo, Klompong et al. (2007) indican que la hidrolisis excesiva (> 10
%) disminuye las actividades interfaciales (emulsion, estabilidad de la emulsion, capacidad
de formacion de espuma, estabilidad de la espuma), posiblemente causado por la corta
longitud de la cadena peptidica, ya que los péptidos pequeios migran rapidamente y se
adsorben en la interfase, mostrando una menor eficiencia en la disminucién de la tension
interfacial, puesto que no pueden desarrollarse y reorientar en la interfaz como péptidos
grandes para estabilizar emulsiones (Gbogouri et al., 2004). Ademas estos péptidos no
tienen la fuerza necesaria para mantener una espuma estable (Pedroche et al., 2004). Es por

ello que los péptidos de alto peso molecular, es decir menor grado de hidrdlisis, son
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relacionados positivamente con la estabilidad de la emulsion (Mutilangi et al., 1996) y

espuma (Van der Ven et al., 2002).
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Figura 19: Gréfica de contorno sobrepuesto del rendimiento de proteina (%) y grado
de hidrolisis (%), en funcion de los factores concentracion de enzima (Z;)

y tiempo de extraccion (Z,).

Por el contrario, una extensa hidrdlisis (> 10 %) ha demostrado que aumenta la solubilidad
y por ende el rendimiento de extraccion de proteinas. Esto es explicado por Pedroche et al.
(2004) quien menciona que la degradacion de las proteinas a péptidos mas pequefios
conduce a productos mas solubles. Ademas, la hidrolisis enzimatica afecta potencialmente
el tamafio y la hidrofobicidad molecular, con la capacidad de formar enlaces de hidrégeno

con agua y aumentar la solubilidad (Klompong et al., 2007).

También cabe indicar que un grado de hidrolisis mayor a 10 %, provocaria la aparicion de
péptidos pequefios que, si bien favorece la solubilidad de los mismos, ocasionaria un
problema al momento de su recuperacion por precipitacion isoeléctrica, dado a que su
precipitacion no seria eficiente. Como consecuencia, los hidrolizados con péptidos mas

pequeios, es decir, mayor grado de hidrolisis, tienen una excelente solubilidad (Spellman
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et al., 2003; Jamdar et al., 2010; Wani et al., 2015). Por lo expuesto, es que se maximizo el

rendimiento de proteinas y minimiz6 el grado de hidrolisis (limitada).

Las condiciones oOptimas del rendimiento de proteina y grado de hidrolisis fueron
estimadas por el método de deseabilidad global utilizando el programa Minitab (Figura
20). Las variables dependientes se fijaron al valor maximo (Y;) y minimo (Y;) de
deseabilidad, las condiciones optimas obtenidas corresponden a una concentracion de la
enzima Alcalasa de 5,62 % (= 0,081 UA/g proteina) y tiempo de extraccion de 40,49 min,

obteniendo un rendimiento de proteina estimado de 43,4 % y grado de hidrolisis de 7,30 %.

o Cc. Enzi Tiempo (

Tl e A
ct s P

0,65903 Bajo 1,3787 8,7868

Rendimie
Maximo
y =43,4320
d =0,43432

G. Hidr6
Minimo
y =7,3040
d =1,0000

Figura 20: Condicion optima del rendimiento de proteina y grado de hidrélisis
utilizando el método de la funcion de deseabilidad global de Derringer

en la extraccién enzimatica asistida.

Los valores estimados para el rendimiento de extraccion de proteina y grado de hidrdlisis
de la HDTSI fueron cercanos a los reportados por Pedroche et al. (2004) que trabajaron en
la harina de mostaza de Abisinia (Brassica carinata) y obtuvieron un rendimiento maximo
de proteina de 52,4 % y un minimo grado de hidroélisis de 8,3 %; siendo las condiciones de
extraccion concentracion de la enzima Alcalasa de 0,036 UA/g proteina, pH 9, relacion

harina/solvente 1/10 (p/v), temperatura ambiente por 60 min.
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4.3.3. Validacion del modelo

La idoneidad de las ecuaciones de los modelos para predecir los valores de las respuestas
optimas se prob6 usando las condiciones Optimas recomendadas. Bajo este conjunto de
condiciones se determind que fue Optimo para el enfoque de optimizacion (MSR), que
también se utiliza para validar experimentalmente y predecir los valores de las respuestas
utilizando la ecuacion del modelo. En el Cuadro 27 se muestra las condiciones Optimas, la
deseabilidad global de Derringer (D), la respuesta estimada por el programa y experimental

para el rendimiento de proteina y grado de hidrolisis.

Cuadro 27: Condicién 6ptima recomendado por los modelos ¥; y ¥, respuesta

estimada y experimental.

Condiciones 6ptimas Codificado | No codificado
Concentracion de enzima (%) 1,41 5,62
Tiempo de extraccion (min) 0,71 40,49
Variable respuesta Estimada | *Experimental Rango D
Rendimiento de proteina (%) 43,43 44,78 £0,28 445 — 45,06
0,65903
Grado de hidrolisis (%) 7,30 7,86 0,10 7,76 — 7,96

* Media + desviacion estandar; n=3 (triplicado); D= Deseabilidad global de Derringer.

La comparacion entre los resultados estimados y experimentales en el punto 6ptimo, revela
una buena correspondencia entre ellos, lo cual implica que los modelos empiricos
obtenidos por el MSR pueden ser usados para describir adecuadamente la relacion entre los
factores y respuestas, siempre y cuando se trabaje en cualquier condiciéon que se encuentre

dentro de la zona experimental analizada.

4.4. Comparacion de resultados por los dos métodos de extraccion de proteinas

En el Cuadro 28 se presenta la comparacion de la extraccion de la proteina optimizada por

el método alcalino y el método enzimatico asistida.
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Cuadro 28: Comparacion de los métodos de extraccion de proteinas con respecto al

rendimiento de proteina.

Metodo Rendimiento de proteina (%)
Extraccion alcalina 30,23 +0,50*
Extraccion enzimatica asistida 44,78 £0,28*

* Media = desviacion estandar; n=3 (triplicado).

Como se puede observar en el Cuadro 28, el uso del método de extraccion enzimatica
asistida resultd en un aumento de 48,13 % en el rendimiento de extraccion de proteinas en
comparacion con el método de extraccion alcalina. Esto se debe a que el método
enzimatico realiza un proceso hidrolitico favoreciendo la solubilizacion de una mayor
cantidad de proteinas insolubles (Pedroche et al., 2014). Los resultados encontrados
concuerda con lo reportado por Pedroche et al. (2004) cuando compararon dos métodos de
extraccion de proteina en harina mostaza de Abisinia (Brassica carinata), obteniendo
mejores resultados con el método enzimatico (52,4 %) que el método alcalino (41,6 %) en
el rendimiento de proteina. Asi mismo, Chee et al. (2012) obtuvieron un mayor
rendimiento de proteina en la torta de palma con el método enzimatico (61,99 %) que el
método alcalino (10,21 %). De la misma forma, Rosset et al. (2012) trabajaron con harina
de soya, obteniendo un bajo rendimiento de proteina con el método alcalino de 33,04 % en
comparacion con el método enzimatico de 56,27 %. Por ultimo, Sari et al. (2013) también
lograron obtener un mejor rendimiento con el método enzimatico (50 %) que el método

alcalino (15 %) en la extraccion de proteinas de la harina de colza.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta investigacion, indican que el método de
extraccion enzimatica asistida, utilizando como enzima la Alcalasa, mejora la extraccion
de proteinas de la HDTSI. Ademas, este proceso evita la produccion posible de productos
toxicos (lisinoalanina) y dafos graves a las proteinas, mejorando sus propiedades

nutricionales y tecnofuncionales (Dominguez et al., 1994).

A pesar de que se logro optimizar el proceso de extraccion de proteinas de la HDTSI, el
rendimiento de proteina fue bajo (menor al 50 %), debido a varios factores que pueden
influir en la extraccion de proteinas, en el que incluyen la solubilidad, la estructura de la

pared celular de la biomasa y la composicion quimica (Sari et al., 2013).
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Las proteinas vegetales son estructuras bastante complejas, con distintas formas y figuras,
que presentan zonas hidréfobas e hidrofilas, y determinan su comportamiento en solucion,
y en consecuencia su éxito o fracaso en su separacion. Por lo tanto, la solubilidad de una
proteina depende de las propiedades de los grupos que se encuentran a un nivel de la
superficie en la molécula, de la clase de disolvente, temperatura y pH (Lewis y Gradison,
1996). Ademas, la hidrofobicidad de la superficie de la molécula de proteina afecta a la
solubilidad de la proteina, donde una mayor solubilidad siempre esta ligada a la presencia
de menor numero de residuos hidrofobicos, particularmente en la superficie de proteinas

(Chel-Guerrero et al., 2011).

Por otro lado, Ng y Khan (2012) mencionan que la torta de semillas oleaginosas se produce
después de un intenso prensado con tornillo que podrian causar dafio por calor al
componente de la proteina y, por tanto, puede reducir la capacidad de extraccion de
proteinas. Es por ello que se necesita una mayor concentracion de solucién alcalina para
aumentar la capacidad de extraccion de proteina. Sin embargo, una extraccion alcalina
extrema (pH > 10, que es la maxima concentracion alcalina recomendada), puede
provocar cambios extremos en el entorno de la proteina y ser perjudicial para la calidad

(Eromosel et al. 2008).

Aghazu et al. (1979) mencionan que la semilla de oleaginosas consiste en sacos celulosicas
microscopicas que contienen grasa en la que estan incorporadas pequenos granulos de
proteina (15 — 20 um de tamafio) y carbohidratos (hasta 60 um). Por lo tanto, es probable
que la insolubilizacion de la proteina sea debida en parte a la union o atrapamiento de las
proteinas o polisacaridos por granulos de almacenamiento bajo la influencia del calor y la

presion aplicada durante los procesos de extraccion de aceite de la semilla.

También se menciona que el bajo rendimiento se debe principalmente a la heterogeneidad
de las proteinas, ya que estas se clasifican de acuerdo a su solubilidad en diferentes
condiciones, por lo que no pueden ser todas a la vez, solubles e insolubles. Esto significa
que una fraccion de las proteinas estara en la fase liquida y otra en la solida, ocasionando
pérdida de proteinas localizadas en la fase no recuperada (Morales, 2003). Las proteinas
vegetales (oleaginosas), son en su mayoria globulinas (solubles en solucion salina) y
albuminas (solubles en agua), y en menor contenido glutelinas (solubles a pH extremos) y

prolaminas (solubles en alcohol) (Rodrigues et al., 2012).
98



Por su parte, Sathe et al. (2012) determinaron que cuando las albtiminas y globulinas de la
harina de semilla del sacha inchi, se encuentran juntas, su comportamiento colectivo, es
opuesto a su comportamiento individual y puede impactar en la solubilidad. Una posible
razon del diferente comportamiento se debe a las interacciones proteina—proteina. Estas
interacciones son facilitadas por diferentes fuerzas de enlace (por ejemplo, id6nico, puentes
de hidrogeno, interaccion hidrofobica, y disulfuro) dependiendo de las condiciones
ambientales permitidas por las condiciones experimentales usadas (por ejemplo, pH, fuerza
ionica, y la temperatura). Tales interacciones proteina—proteina pueden conducir a la
formacion de grandes complejos de proteinas (soluble e insoluble) afectando a su

solubilidad.

Otra causa del bajo rendimiento de proteina podria deberse a la presencia de antinutrientes;
como los taninos que pueden unirse o precipitar a las proteinas disminuyendo la
solubilidad (Ruiz et al., 2013). A si mismo, Tan et al. (2014) mencionan que la interaccion
entre proteina y fitato, causa la disminucion de la solubilidad, y por lo tanto baja el
rendimiento de extraccion proteina. El fitato o acido fitico son componentes naturales que
se encuentran en las leguminosas, cereales y semillas oleaginosas, que actian como forma
de almacenamiento de fosforo. Por su parte, Serraino y Thompson (1984) mencionan que
la interaccion proteina-fitato depende del pH y de iones divalentes (Ca™, Mg2+). A un pH
alcalino, tanto la proteina y el acido fitico estan cargados negativamente, dando lugar a la
formacioén de complejos proteina-mineral-fitato que solo ocurren en presencia de iones
multivalentes. Para evitar la formacion de estos complejos, es necesario eliminar estos

iones, utilizando quelantes, tales como el EDTA (Rodrigues et al., 2012).
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V. CONCLUSIONES

e Con la ayuda del disefio compuesto central, las condiciones dptimas de extraccion de
proteinas para el método alcalino fueron: pH 9,5, temperatura 54 °C, relacion materia
prima/solvente 1/42 (p/v) y concentracion de NaCl de 1,65 M; obteniendo un

rendimiento maximo de proteina de 30,23 g de proteina soluble/100 g de proteina total.

e En el método de extraccidén enzimatica asistida, se maximizo6 el rendimiento de proteina
y minimizo6 el grado de hidrélisis de manera simultanea, utilizando la optimizacion de
respuestas multiples, siendo las condiciones Optimas para ambas respuestas: la
concentracion de enzima de 5,62 % y tiempo de extraccion de 40,7 min; obteniendo un
rendimiento de proteina de 44,78 g de proteina soluble/100 g de proteina total y grado
de hidrolisis de 7,86 %.

e Al comparar ambos métodos, se determind que el método de extraccidn enzimatica
asistida, utilizando como enzima la Alcalasa, obtuvo un mayor rendimiento de

extraccion de proteina en la HDTSI (48,7 % mas).

e Los modelos cuadraticos del disefio compuesto central representaron adecuadamente a
los resultados experimentales; tanto en el método alcalino como en el enzimatico para el

rendimiento de extraccion proteina de la HDTSI.



VI. RECOMENDACIONES

e Evaluar el empleo de otras enzimas: proteasas y carbohidrasas en la extraccion de las

proteinas de la torta del sacha inchi.

e Evaluar las propiedades tecnofuncionales de la proteina de sacha inchi extraida por los

métodos alcalino y asistida con enzima optimizados.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: Curva estandar de alblmina de suero de bovino
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ANEXO 2: Curva estandar de leucina
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ANEXO 3: Analisis de varianza para el grado de hidrélisis (modelo cuadratico)

Fuente Sumade G_rado de Cuadrédo Valor F; | Valor-P Sig.
Cuadrados | libertad | Medio
Modelo 33,2719 5 6,654 8,58 0,007 ok
Lineal 32,7155 2 16,358 21,08 0,001 ok
Cuadratico 0,038 2 0,019 0,02 0,976 n.s.
Interaccion 0,5184 1 0,518 0,67 0,441 n.s
Error residual 5,4307 7 0,776
Falta de ajuste 4,6958 3 1,565 8,52 0,033 *
Error puro 0,7349 4 0,184
Total 38,7026 12
R’ 0,8597
R justado 0,7595

* Significancia a un nivel de 0=0,05.

**Significancia a un nivel de 0=0,01; n.s.= No significativo.

De acuerdo al Cuadro, el modelo cuadratico indica que fue altamente significativo (p <
0,01). Sin embargo, presentd una falta de ajuste significativo (p < 0,05), indicando que los
resultados no se ajustan adecuadamente al modelo para predecir el grado de hidrdlisis (Tan
et al., 2014). Ademas, al evaluar el coeficiente de determinacion, se pudo establecer que

existe un bajo grado de correlacion entre los valores experimentales y estimados, debido a

que el R* fue 0,8597 y el R%justado de 0,7595.

Por lo tanto, de acuerdo al andlisis estadistico se podria decir que este modelo (segundo

orden) no se ajustaria adecuadamente para el grado de hidrdlisis, y posiblemente se

ajustaria mejor un modelo lineal de primer orden.
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