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RESUMEN

La cafiihua (Chenopodium pallidicaule) es un grano andino considerado un cereal con alto
valor nutricional, que destaca por su alto contenido de proteinas y calidad excepcional de
perfil de amino&cidos. Lamentablemente, la atencion es insuficiente hacia la produccion,
estudio de sus propiedades nutricionales y funcionales que propicien una industrializacion
con mayor valor agregado, tal como los aislados proteicos. Por lo cual la siguiente
investigacion tuvo como objetivo identificar cuéles eran las condiciones dptimas para una
alta recuperacion de proteinas durante la extraccion de proteinas, utilizando la metodologia
superficie de respuesta. Los parametros de extraccion de la proteina de la harina de cafiihua
desgrasada fueron optimizados empleando la metodologia de superficie de respuesta (MSR).
Se realizd en primera instancia un screening bajo un disefio Factorial de 2" (n=5), el que fue
aplicado para evaluar los efectos potenciales de diferentes factores sobre la extraccion de la
proteina (Y (%), g de proteina soluble/g de proteina total) siendo estos factores: pH,
concentracion de NaCl, tiempo, temperatura y relacion harina/solvente (MP/S). Cuatro
factores: pH, tiempo, temperatura, y relacion harina/solvente (MP/S), fueron seleccionados
en esta etapa. Para la optimizacion se aplico un disefio central compuesto por el que se generd
un modelo de segundo orden, logrdndose un buen ajuste entre los valores experimentales y
estimados (R? = 0.8010). Bajo este modelo se determind las condiciones para una maxima
extraccion de la proteina a partir de harina (tamafio de particula < 500 um) que fueron:
temperatura 21.0 °C, relacion MP/S de 1/37, pH de 11 y tiempo 5 minutos, bajo agitacion
constante (200 rpm), resultando en un rendimiento en proteina de 85.1 + 3.56 por ciento
valor que estuvo muy cercano al predicho 88.3 por ciento. Estos resultados ayudan en el
disefio del proceso 6ptimo de extraccion de proteinas de la cafiihua.

Palabras clave: cafiihua, proteina, optimizacion, extraccién, MSR.



ABSTRACT

The cafiihua (Chenopodium pallidicaule) is an Andean grain considered a cereal with high
nutritional value, which stands out for its high protein content and exceptional quality of
amino acid profile. Unfortunately, the attention is insufficient towards the production, study
of its nutritional and functional properties that favor an industrialization with higher added
value, such as protein isolates. Therefore, the following research aimed to identify what were
the optimal conditions for high protein recovery during protein extraction, using the surface
response methodology. The protein extraction parameters of the defatted cafiihua flour were
optimized using the response surface methodology (MSR). A screening was carried out in
the first instance under a 2n Factorial design (n = 5), which was applied to evaluate the
potential effects of different factors on the extraction of the protein (Y (%), g of soluble
protein / g of total protein), these factors being: pH, NaCl concentration, time, temperature
and flour / solvent ratio (MP / S). Four factors: pH, time, temperature, and flour / solvent
ratio (MP / S), were selected in this stage. For the optimization, a central design was applied,
which was generated by a second order model, achieving a good fit between the experimental
and estimated values (R? = 0.8010). Under this model conditions were determined for a
maximum extraction of the protein from flour (particle size < 500 pum) which were:
temperature 21.0 °C, MP / S ratio of 1/37, pH of 11 and time 5 minutes, under constant
agitation (200 rpm), resulting in a protein yield of 85.1 + 3.56 percent, which was very close
to the predicted 88.3 percent. These results help in the design of the optimal process of

extraction of proteins from the cafiihua.

Keywords: cafiihua, protein, optimizacion, extracction, MSR.



l. INTRODUCCION

Las proteinas son un grupo importante de bio-macromoléculas que estan implicadas en
funciones fisiologicas necesarias para el metabolismo humano como fuente de energia,
nitrégeno y aminoacidos esenciales para el desarrollo y el mantenimiento de las células y los
tejidos de nuestro organismo. Desde el punto de vista tecnoldgico, su presencia confiere

propiedades fisicoquimicas, funcionales y organolépticas a los alimentos (Scopes 1986).

Los aislados y concentrados de proteinas obtenidos de fuentes vegetales representan un
mercado en crecimiento, principalmente debido a su seguridad, alta biocompatibilidad, valor
nutritivo, preferencias de los consumidores y su coste relativamente bajo por los pocos
recursos involucrados en comparacion con las proteinas de origen animal (Stone et al. 2015,
Foste et al. 2015). Por otro lado, debido a las grandes cantidades de grasa saturada y
colesterol presentes por lo general en fuentes de proteina animal, la mayoria de las
organizaciones de salud recomiendan el consumo frecuente de proteinas vegetales, por su
relacion con la reduccién de los niveles de colesterol sérico y el riesgo de enfermedades del
corazén y la diabetes (Martinez-Villaluenga 2007). Esta preferencia responde también al
aumento de la incidencia de alergias e intolerancias relacionadas con las proteinas del huevo
y la leche (Foste et al. 2015). Por lo tanto, en la actualidad esfuerzos intensos de
investigacion estan dirigidos hacia la identificacion y evaluacion de fuentes promisorias
poco explotadas, pero de gran potencial como cultivos alternativos de proteinas para el

futuro.

Las proteinas vegetales aisladas podrian tener un alto valor como ingredientes funcionales,
sin embargo, en la actualidad sélo la de soja es la mas utilizada; Pszczola (2004), sefiala que
la industria alimentaria se encuentra en la busqueda de proteinas alternativas que puedan
competir con las que actualmente dominan el mercado. Los cultivos andinos ofrecen
interesantes alternativas para ser explorados en este campo y especificamente los pseudos-

cereales como la quinua, cafiihua y kiwicha cuyo valor nutricional esta relacionado a sus



proteinas y cuya importancia esta basada en la calidad de las mismas, con una balanceada
composicion de amino acidos esenciales simulares a la composicion de la proteina de la
leche: la caseina (Repo-Carrasco et al. 2003). La quinua y la cafiihua son pseudocereales
que pertenecen a la familia de las quenopodiaceas. Estos cultivos aparte del alto contenido
de proteinas son importantes por su contenido excepcional de aminoacidos comparado con
otros cereales lo que los colocan como cultivos muy atractivos (Gross et al. 1989 y Ayala
2007).

EI MINAGRI (2018) indica que la cafiihua al igual que la quinua, son cereales que tiene gran
poder nutritivo, porque poseen el doble de proteinas que tienen los alimentos comunes como
el trigo, arroz o la avena. Asimismo, su potencial como substitutos de cereales con gluten es
un aspecto a favor para incentivar su consumo en personas celiacas y empiezan a ser
atrayente para la industria y a captar la atencion cientifica. (Gallagher et al. 2004 y Ramos
Diaz et al. 2013). Por lo que estudios méas profundos son necesarios para proporcionar la

base cientifica que incentive su aceptacion por parte de la industria.

En la actualidad son muy pocas las investigaciones relacionados con la obtencién de aislados
proteicos en estas fuentes, los estudios estdn mas avanzados en los casos de la quinua y
Kiwicha, no obstante, la cafiihua puede presentar algunas ventajas comparativas sobre estos
cultivos. Una efectiva extraccion es esencial para una produccion comercial, por lo que las
condiciones de extraccion deben ser optimizadas para una alta recuperacion. Varios
parametros tales como: pH, temperatura, fuerza idnica, tipo de disolvente, tiempo de
extraccion, la relacion de solvente /materia prima, afectan la extraccion de proteinas (Wani
et al. 2006). Cuando muchos factores y sus interacciones afectan a una respuesta deseada, la
metodologia de superficie de respuesta es una herramienta eficaz para la optimizacién del
proceso (Rustom et al. 1991). Su empleo proporciona informacion relevante en el menor
tiempo posible con el menor numero de experimentos. Ademas de analizar los efectos de las
variables independientes, esta metodologia experimental genera un modelo matematico que
describe los procesos quimicos o bioquimicos (Bas y Boyaci 2007 y Pericin et al. 2008).

La presente investigacion estudia el proceso de extraccion de proteinas de cafihua;
utilizando la metodologia de superficie de respuesta (MSR), planteandose como objetivos:
(1) Determinar el efecto de las variables: concentracién de NaCl, relacién materia
prima/solvente, pH, temperatura y tiempo en el proceso de extraccion y (2) Optimizar el

proceso de extraccion de proteinas de la cafiihua, que garantice la maxima recuperacion.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0733521013000611#bib6

Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. CANIHUA

2.1.1. GENERALIDADES DE LA CANIHUA

La cafiihua es una de las especies agricolas menos estudiadas y una de las mas nutritivas
dentro de los cereales. En varias oportunidades se la ha confundido con la quinua (Vargas
1938). Repo-Carrasco et al. (2009) mencionan que la cafiihua es una planta resistente, que
florece en tierras pobres y rocosas soportando climas frios y secos como los que existen en
el altiplano. La cafiihua puede germinar a 5 °C, florecer a 10 °C y desarrollar semillas a 15
°C. Estas condiciones usualmente destruyen otros sembrios como los de cebada y quinua
(NRC 1989).

a. CULTIVO DE CANIHUA

El cultivo de la cafiihua no ha tenido mayor difusion fuera de las fronteras del altiplano de
Per( y Bolivia y de las serranias de Cochabamba en Bolivia, y de Cusco, Ayacucho,
Huancavelica y Junin en Pert (FAO 2000). Ademas, cabe indicar que segun la NRC (1989)

la cafihua crece intensivamente y en una larga escala en el norte del Lago Titicaca.

En el Perd, la mayor concentracion de produccién de cafiihua se encuentra en el Altiplano
de la Region Puno, principalmente en las provincias de Melgar (Distritos: Llalli, Macari,
Avyaviri, Nufioa), Azangaro, Huancané, San Roman, Puno (Distrito: Acora) y Chuchito
(Distritos: Pomata y Kelluyo). También se produce en zonas altas de Arequipay Cuzco, pero

a menor escala (Apaza 2010).

El Altiplano de la Region Puno se ubica a altitudes mayores a los 3800 msnm., (propicias
para el cultivo de cafiihua que crece en altitudes de 3812 a 4100 msnm.), las zonas mas bajas

del altiplano se encuentran alrededor del lago Titicaca. La temperatura media maxima varia



entre 13y 19 °C y la temperatura media minima entre -10 y 5 °C dependiendo del lugar y la
época del afo; la temperatura media anual varia de 6 a 9 °C dependiendo en la altitud y
proximidad al lago Titicaca. En estas areas la cafiihua ha tenido éxito por sus caracteristicas
agrondmicas de notable resistencia a bajas temperaturas (Apaza 2010). Por otro lado, en
Bolivia se cultiva en el departamento de La Paz (provincias Omasuyos, Los Andes, Pacajes,
Ingavi, Murillo, Aroma, Camacho y Manco Céapac); Oruro (provincias San Pedro de Totora,
Samaja, Carangas, Nor Carangas, Litoral, Pantaleon Dalence y Saucari); Cochabamba
(Provincia Bolivar) y Potosi (Antonio Quijarro) (FAO 2000 y Apaza 2010).

b. PRODUCCION NACIONAL DE CANIHUA

La Cafiihua es uno de los cuatro granos andinos importantes que se produce en el Perud. De
modo que en el 2000 se produjo 4.4 miles de toneladas hasta que en el 2006 se elevo la
produccion hasta 5.6 miles de toneladas (mayor produccion de los dltimos 18 afios). Entre
el 2000 y 2017, el volumen producido mantuvo un crecimiento sostenido, de modo que el
promedio anual fue de 4.7 miles de toneladas durante ese periodo. Al cierre del 2017, el
volumen producido sumo 5 mil t, mostrando un crecimiento del 10 por ciento respecto a lo
que se produjo en el 2016 (4.6 mil t), tal como se puede ver en la Figura 1. Las principales

zonas productoras, en este periodo fueron Cusco, Puno y Arequipa (MINAGRI, 2018).
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Figura 1: Pera: Produccion Nacional de Cafiihua, 2000-17 (Miles de toneladas).

FUENTE: Tomado de MINAGRI 2018.



En la Figura 2, se muestra la relacion de la superficie cosechada vy el rendimiento. En
relacion a la superficie cosechada, en el 2000 se alcanz6 6,3 miles de ha hasta que en el 2007
retrocedid a 5,9 miles de ha. Sin embargo, en el 2017, cerr0 en 6,2 miles de ha, superficie
superior en 0,09 miles de ha respecto al 2016. Mientras que, el rendimiento en el 2000 fue
de 0,7t/ha, manteniéndose entre 0,6t/ha y 0,8t/ha en los ultimos 18 afios (MINAGRI, 2018).
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Figura 2: Peru: Superficie Cosechada y Rendimiento de Cafiihua, 2000-17.

FUENTE: Tomado de MINAGRI 2018.

2.1.2. COMPOSICION QUIMICA Y NUTRICIONAL DE LA CANIHUA

Apaza (2010) menciona que la cafiihua se caracteriza por contener proteinas de alto valor
bioldgico, mayor que el de la quinua, ademas de su contenido importante de fibra. Es un
alimento considerado nutracéutico o alimento funcional, con un elevado contenido de
proteinas con una proporcién importante de aminoacidos esenciales, entre los que destaca la
lisina, aminoacido escaso en los alimentos de origen vegetal. También concentra grandes
proporciones de calcio, magnesio, sodio, fdésforo, hierro, zinc, vitamina E, complejo
vitaminico B; por lo que los nutricionistas la comparan con la leche. El grano también tiene
alto nivel de fibra dietética, y grasas no saturadas. Considerandose a esta especie como uno
de los componentes estratégicos de la seguridad alimentaria, del cual se podrian elaborar

productos innovadores en la industria alimentaria.

Repo-Carrasco y Encina (2008) reportan que la cafiihua (Chenopodium pallidicaule)
presenta un elevado contenido de proteinas (15-19%) v, al igual que la quinua y Kiwicha,
tiene una proporcion importante de aminoacidos azufrados; posee un balance de

aminoacidos de primera linea, siendo particularmente rica en lisina (5-6%), isoleucina y



triptéfano. Respecto a esto, White et al. (1995), Debruin (1964) y Gross et al. (1989) sefialan
que el valor nutricional de las proteinas de cafiihua es equivalente al de la leche (caseina).
En el Cuadro 1 se observa rangos de composicion proximal de diferentes granos andinos

reportados por Ligarda et al. (2012).

Cuadro 1: Rangos de composicion proximal de diferentes granos andinos (g/100

gramos materia seca)

GRANO ANDINO | PROTEINA (%) | LIPIDOS (%) | CENIZAS (%)
Quinua 11.7-12.2 5.6-6.7 2.2-2.6
Kiwicha 13.2-15.2 6.1-8.0 2.2-2.3
Cafihua 15.6-17.0 6.8-8.2 3.6-4.0

FUENTE: Tomado de Ligarda et al. 2012.

a. PROTEINAS

La cafiihua es un grano que tiene un alto valor nutricional por su elevado contenido de
proteinas que varia entre 14 y 19 por ciento; ademaés tiene una proporcion importante de
aminoéacidos azufrados, metionina y cisteina (Repo-Carrasco et al., 2009) tal como se puede
apreciar en el Cuadro 2. La ventaja preponderante con respecto a la quinua es la ausencia de
saponina, facilitando su utilizacion en la dieta alimentaria (Huaman, 2011). Las proteinas de
la cafiihua son principalmente del tipo albumina y globulina, estas tienen una composicion
balanceada de aminoéacidos esenciales parecida a la composicion de aminoéacidos de la
caseina, proteina de la leche (Apaza 2010). Otros estudios reportan que la cafiihua presenta
entre 15-18 por ciento de proteina (Gross et al. 1989 y Repo-Carrasco et al., 2003). Ligarda

et al. (2012) reporta valores de 15.6-17 por ciento de proteinas.

En el Cuadro 3 se muestra la conformacién de las fracciones proteicas de la cafiihua y de la
quinua, la composicion es muy similar debido a que las dos pertenecen a la misma familia

de los Chenopodium.



Cuadro 2: Contenido de aminoacidos en los granos andinos (mg de aminoacido/16 g de

nitrogeno)

AMINOACIDOS QUINUA | KANIWA | KIWICHA | ARROZ | TRIGO
Acido aspartico 7.8 7.9 7.4 8 4.7
Treonina 3.4 3.3 3.3 3.2 2.9
Serina 3.9 3.9 5 4.5 4.6
Acido glutamico 13.2 13.6 15.6 16.9 31.3
Prolina 3.4 3.2 3.4 4 10.4
Glicina 5 5.2 7.4 4.1 6.1
Alanina 4.1 4.1 3.6 5.2 3.5
Valina 4.2 4.2 3.8 5.1 4.6
Isoleucina 3.4 3.4 3.2 35 4.3
Leucina 6.1 6.1 54 7.5 6.1
Tirosina 2.5 2.3 2.7 2.6 3.7
Fenilalanina 3.7 3.7 3.7 4.8 4.9
Lisina 5.6 5.3 6 3.2 2.8
Histidina 2.7 2.7 24 2.2 2
Arginina 8.1 8.3 8.2 6.3 4.8
Metionina 3.1 3 3.8 3.6 13
Cistina 1.7 1.6 2.3 2.5 2.2
Triptéfano 1.1 0.9 1.1 1.1 1.2
% de N del grano 2.05 2.51 2.15 1.52 2.24
% de proteina 12.8 15.7 134 9.5 14

FUENTE: Tomado de Apaza 2010

Cuadro 3: Fracciones proteicas de quinua y cafiihua (% proteina total)

GLUTELINAS +
GRANOS ALBUMINA + )
PROLAMINAS PROTEINAS
ANDINOS GLOBULINAS
INSOLUBLES
Cafihua 41 28 31
Quinua 45 23 32

FUENTE: Tomado de Scarpati, citado por Repo-Carrasco et al. 2003




b. CARBOHIDRATOS

El almiddn es el carbohidrato méas importante en todos los granos, aproximadamente en la
cafiihua, el contenido de almidon es de 63-66 por ciento (Repo-Carrasco et al. 2003). El
almidon de la cafiihua no ha sido estudiado tan ampliamente como el de los otros cereales.
Ademas, en adicion a los polisacéridos, los granos de quinua y cafiihua también poseen
azucares libres en pequefias cantidades. Los cultivos andinos tienen un contenido més alto
en azucares que los granos comunes. En el Cuadro 4 se observa el contenido de azucares en
los granos de cafiihua, quinua y Kiwicha. La cafiihua posee un mayor contenido de glucosa,

fructosa y maltosa, comparado con el grano de quinua y Kiwicha.

Cuadro 4: Contenido de azucares en los granos andinos (g/100 g materia seca)

GLUCOSA | FRUCTOSA | SACAROSA | MALTOSA
Quinua 1.70 0.20 2.90 1.40
Canihua 1.80 0.40 2.60 1.70
Kiwicha 0.75 0.20 1.30 1.30

FUENTE: Tomado de Repo-Carrasco et al. 2003.

c. LIPIDOS

La cafiihua es relativamente rica en lipidos. El aceite de este cereal tiene alto contenido en
acidos grasos insaturados, asi como también de tocoferoles. Incluso, el contenido de
tocoferoles en aceite de cafiihua es mayor que en el de aceite de maiz (Repo-Carrasco et al.
2003). Se ha encontrado que el porcentaje mas alto de acidos grasos presentes en los aceites
de cafiihua y quinua es el Omega 6 (acido linoléico), siendo 50.2 por ciento para la quinua y
42.6 por ciento para la cafiihua. El omega 9 (acido oleico) es el segundo &cido graso
encontrado en mayor proporcion, en cantidades de 26.0 por ciento para aceite de quinua y
23.5 por ciento para el de cafiihua. EI Omega 3 (&cido linoléico) también se encuentra
presente en los aceites de estos cereales, siendo 4.8 por ciento para el de quinua y 6 por

ciento para el de cafiihua (Repo-Carrasco et al. 2003).



La FAO (2000) plantea que el alto contenido de aceite en estos cereales podria favorecer el

establecimiento de industrias de extraccion de aceites vegetales para consumo humano.

d. MINERALES

La cafiihua es rica en micronutrientes tales como hierro y calcio (Repo-Carrasco et al. 2009).
Apaza (2010) confirma el alto contenido en calcio, fosforo y hierro, reportando un valor de
110, 375 y 15 mg/100 g de materia seca; respectivamente. La FAO (2000) reporta una
composicion de 10-15 mg/100 g de hierro, 87-141 g/100g de calcio y 335-496 mg/100 g de

fésforo presentes en la cafiihua, dependiendo de la variedad.

e. FIBRA

Repo-Carrasco et al. (2009) reportaron que la cafiithua posee un alto contenido de fibra
dietética, especialmente la fraccion insoluble. Actualmente se presta mas atencion no sélo al
contenido de fibra cruda, sino también a las fibras solubles o dietéticas totales, por sus
efectos benéficos para la digestion, en especial por su capacidad de absorcion de agua,
captacion de cationes, absorcion de compuestos organicos y formacion de geles (FAO 2000).

Repo-Carrasco et al. (2003) efectud el analisis de fibra dietética en los tres granos andinos,
mediante el método combinado enzimatico-gravimétrico. El alto contenido de fibra
insoluble generalmente observado en la cafiihua se debe probablemente a la presencia de
perigonios (capa de celulosa adherida al grano) que envuelven el grano y que no han sido
eliminados por completo (FAO 2000). En el Cuadro 5, Repo-Carrasco (2003) reporta valores
de 16.41, 12.92, 3.49 ¢/100 g base seca para fibra dietética total, fibra dietética insoluble y
fibra dietética soluble respectivamente.

Cuadro 5: Contenido de fibra dietética total (FDT), fibra dietética insoluble (FDI) y
fibra dietética soluble (FDS) en la cafiihua (g/100 g base seca)

FIBRA DIETARIO

CONTENIDO (% B.S)

CONTENIDO (% B.S)?

Fibra insoluble 12.92 15.6 — 18.7
Fibra soluble 3.49 23-4.1.
FDT 16.41 18.7 -21.9

FUENTE: Elaborado en base a *Repo-Carrasco 2003, Ligarda et al. 2012.




f. COMPONENTES ANTINUTRICIONALES

El término anti nutriente se utiliza para calificar a aquellos compuestos que afectan el valor
nutricional de algunos alimentos, especialmente semillas, pues dificultan o inhiben la
asimilacion de nutrientes que provienen de alimentos generalmente de origen vegetal
(proteinas y minerales); desde el punto de vista bioguimico estos factores son de naturaleza
variada y pueden llegar a ser toxicos o causar efectos fisioldgicos poco deseables como la
flatulencia; distension estomacal, afectaciones pancredticas, aglutinacion de glébulos rojos,
disminucidn en la asimilacion de nutrientes, entre otros; los factores antinutricionales son
sustancias naturales no fibrosas, generadas por el metabolismo secundario de las plantas
como mecanismo de defensa a situaciones estresantes o contra el ataque de mohos, bacterias,

insectos y aves (Elizalde et al. 2009).

La saponina es considerada un compuesto anti nutricional, esta posee una estructura
compleja formada por un nucleo esteroidal hidrofobico y una parte hidrofilica constituida
por unidades de monosacaridos, son glucosidos que determinan en gran parte el sabor
amargo de algunas semillas como la soya cruda y la quinua sin desaponificar; las saponinas
presentan poca actividad antinutricionales (Elizalde et al. 2009). En contraste con la quinua
que contiene un sabor &cido causado por las saponinas, la cafithua puede usarse directamente
sin tratamiento previo. Respecto a las saponinas, es importante sefialar que Rastrelli et al.
(1996) encontraron siete triterpenos (saponinas) en las semillas de cafiihua; no obstante, este
contenido es bajo por lo que no produce un sabor amargo, como el de la quinua (Repo-
Carrasco et al. 2003).

2.1.3. USOS DE LA CANIHUA

La cafiihua es mayormente cultivada por familias para su propio consumo. Se prepara
normalmente en forma de harina, en Bolivia y Pert (FAO 2000). El grano se tuesta con
mucho cuidado para evitar que se queme, luego se ventea para eliminar los perigonios que
se han desprendido y se muele. Es un proceso laborioso pero que rinde un producto muy
aromatico, reconocido como alimento o "medicina” fortificante (FAO 2000). Esta harina es
mezclada con agua o leche y se consume por su alto valor proteico y calérico. También se
la utiliza en combinacidn con la harina de trigo para panificacion o para bebidas calientes
(api), mazamorras, tortas, frituras, entro otras (NRC 1989, FAO 2000).
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En medicina tradicional, la cafiihua es aprovechada por las cenizas de su tallo, Ilamadas
“llipta”, la cual es usada cuando se mastica coca. La llipta es rica en calcio y provee los
nutrientes esenciales para la dieta de las personas que viven en climas frios como el de la

sierra (Repo-Carrasco et al. 2009).

Se comercializa ocasionalmente fuera del area de produccion, pero no siempre su pureza
esta garantizada; a menudo se mezcla con harina de cebada o de habas tostadas. Por otro
lado, no se dispone de informacion de industrias dedicadas a su procesamiento, por lo que
es necesario presentar alternativas naturales con cafiihua que garanticen que con el proceso

de elaboracion mantengan sus caracteristicas funcionales (FAO 2000).

2.2. EXTRACCION DE PROTEINAS

2.2.1. FUNDAMENTO

La extraccion es una operacion unitaria de transferencia de materia basada en la disolucién
de uno o varios de los componentes de una mezcla (liquida o que formen parte de un sélido)
en un disolvente selectivo. Aprovecha, por tanto, la diferencia de solubilidades de los

componentes de la mezcla en el disolvente afiadido (Gomis, 1998).

La extraccion de proteinas comienza siempre con una ruptura celular o lisis. Los métodos
mas utilizados se basan esencialmente en la homogenizacion de los tejidos y la destruccion
de los limites celulares por medio de diferentes procedimientos fisicos y/o quimicos.
Obteniéndose lo que se denomina extracto crudo. Se han desarrollado una amplia gama de
técnicas de disrupcion celular, que se usan a escala de laboratorio que se pueden clasificar
como: a) metodos fisicos mecanicos: agitacion con abrasivos, homogeneizacion a alta
presion o extrusion por presion; b) métodos fisicos no mecanicos: shock osmotico, ciclos de
congelacion, descongelacion, sonicacién o secado) métodos quimicos: tratamiento con
alcali, solventes, detergentes, acidos o sustancias caotropicas Luego de la lisis, suelen
aplicarse sucesivos pasos de separacion y purificacion de los componentes celulares.
(Universidad Nacional de Quilmes 2009).

La extraccién de proteinas de cereales se realiza a través de la extraccion alcalina seguido

de una precipitacion isoeléctrica, método en el que se aprovecha la solubilidad de las
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proteinas la cual es alta a pH alcalinos y baja en pH cercanos al punto isoeléctrico (pl)
(Scopes 1986).

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

compuestos no solubles (Scopes 1986).

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

(agua), ocasionando la precipitacion de las proteinas (Scopes 1986).
El mecanismo empleado para explicar este fendmeno ocurre en cuatro etapas:
e Primero, se altera la solucion proteica por la adicion de un agente precipitante.

e Segundo, aparece la fase sélida como pequefias particulas (primarias) esféricas de

proteina solida.
e Tercero, las particulas primarias forman agregados (floculacion).

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

hidrodinamico, que genera particulas suaves y uniformes.

Subsecuente la separacién de los solidos depende del tamafio y densidad del agregado
(Scopes 1986).

2.3. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL RENDIMIENTO DE EXTRACCION
DE PROTEINAS

En la extraccion de la proteina factores tales como solventes, pH, tiempo y temperatura de
extraccion, razén solida — liquido y otros, son seleccionados para obtener &ptimos

rendimientos econémicos y no necesariamente Maximos.
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e Solventes de extraccion

Muchas proteinas se desnaturalizan por los solventes organicos, especialmente cuando se
usan a temperatura ambiente. Por esto se recomienda que cuando deban usarse en el
aislamiento de proteinas, se haga en frio. El alcohol, la acetonay el metanol son los solventes
gue se usan mas frecuentemente y su calidad puede ser critica para los resultados obtenidos,
dependiendo si son reactivos altamente puros o menos purificados. Probablemente los
solventes causan precipitacion de proteinas bajando la constante dieléctrica y por lo tanto
aumenta las interacciones proteina-proteina (Damian 2008).

Cuando se afiade una sal a una solucién de proteina ocurre un incremento en la solubilidad
y esto se conoce con el nombre de solubilizacion por salado. Este incremento inicial en la
solubilidad se debe a la estabilidad de la proteina efectuada por un descenso con el
coeficiente de actividad de los grupos ionogénicos. A medida que aumenta la fuerza idnica,
se obtiene un maximo en la solubilidad seguido de un descenso en la misma que se conoce

como insolubilizacion por salado (Damian 2008).

Las sales de iones divalentes como el cloruro de magnesio MgCl2, cloruro de manganeso
MnCI2, el sulfato de amonio (NH4)2S0O4 entre otros, son mucho mas eficientes tanto para
la precipitacion o solubilidad de proteinas que las sales de iones monovalentes como el
cloruro de sodio NaCl, cloruro de potasio KCI o cloruro de amonio NH4CI. La sal méas
utilizada es el sulfato de amonio por su alta solubilidad y el alcanzar fuerzas idnicas muy
elevadas (Damian 2008).

Para el caso de la soya, se han usado una gran variedad de solventes acuosos para extraer
proteinas de la harina desgrasada de soya. De todos los solventes investigados, agua mas
alcali diluido (pH 7-9) y soluciones acuosas de NaCl (0.5-2M) estan entre los mas eficientes
para extraer proteinas. No obstante, el empleo de alcalis se ha reportado como uno de los
mas atractivos, ya que permite obtener productos con buenas propiedades funcionales y buen
rendimiento proteico a costos muy razonables (Smith y Circle 1972).

opH

La solubilidad de las proteinas estd muy influenciada por el pH al que se encuentren.

Dependiendo del pH del sistema, estos polimeros pueden actuar como cationes o aniones; la

repulsion electrostatica y la hidratacion de los restos cargados promueven la solubilizacion
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de la proteina. Si se representa graficamente la solubilidad en funcion del pH, la mayor parte
de las proteinas de los alimentos exhiben una grafica en forma de U, en la que el minimo
corresponde al pl (punto isoeléctrico). Debido a que la mayoria de las proteinas contienen
més aminodcidos acidos (Ac. aspartico y glutamico) que bésicos (lisina, arginina e histidina)
exhiben una solubilidad minima a pH 4-5 (pH isoeléctrico) y maxima a pHs alcalinos (Badui
1999, Cheftel et al. 1989 y Fennema 2000).

Como la mayor parte de las proteinas son muy solubles a pH alcalino, la extraccion de las
proteinas de sus fuentes vegetales, como la harina de soja, se lleva a cabo a estos pHs. No
obstante, se recomienda hacer la extraccion a un pH entre 8.5 — 9.0 (Rodriguez 1981), ya
que a partir de pH 9 se favorecen reacciones como las de racemizacion de los aminoacidos,
la sintesis de enlaces isopectidicos y la formacion de puentes covalentes intra o
intermoleculares que vuelven a las proteinas menos digestibles; manifestandose en el
descenso del indice quimico y el valor biolégico de las proteinas (Linden y Lorient 1996 y
Badui 1999).

Un perfil tipico de solubilidad proteica en agua en funcion del pH se muestra en la Figura 3
se puede observar que solubilidad es maxima a pHs muy acidos (pH=2-3) o muy alcalinos
(pH=9-11). En estas zonas, las proteinas poseen carga neta positiva 0 negativa,
respectivamente; y las fuerzas repulsivas son la causa del incremento en su solubilidad.
También es posible observar un minimo de solubilidad en las cercanias del pH isoeléctrico
(pD) (pH=4-5), en donde la carga neta de la proteina es cero, por lo que disminuye la repulsion

electrostatica lo que promueve la agregacion (Salgado 2009).

[Proteina] (mg/mL)

Figura 3: Curva de solubilidad de proteinas en agua en funcién del pH del medio.

FUENTE: Tomado de Salgado 2009.



e Temperatura

La temperatura se puede visualizar como agitacion térmica. Una solucion proteica tendra
mayor 0 menor agitacion segun la temperatura. Asi una proteina normalmente plegada a 37
°C sufrird un mayor nimero de choques de parte del agua a medida que aumenta la
temperatura, ya que las moléculas de agua se agitardn cada vez mas violentamente
descubriendo a las cargas superficiales y haciendo que las interacciones internas
(interacciones débiles) de la proteina, no puedan mantener la estructura hasta que se
desnaturaliza desplegandose. En el caso contrario al bajar la temperatura a unos 10 °C, el
agua se agita cada vez menos y la proteina no experimentard un ndmero de choques
suficientes de parte del agua para tener un grado de flexibilidad compatible a su funcién. Al
mismo tiempo sus capas de agua aumentaran y se hard mas rigida y poco funcional (Rocha
2009).

A pH y fuerza iénica constantes, la solubilidad de la mayor parte de las proteinas aumenta
con la temperatura entre 0 a 40-50 °C, cuando se exceden estos limites, los polimeros tienden
a la desnaturalizacion y, en ocasiones, a la precipitacion. A temperaturas mayores de 50 °C,
el movimiento de las moléculas, debido al incremento de la energia cinética térmica, es
suficiente para romper los enlaces implicados en la estabilizacién de las estructuras
secundaria y terciaria (desnaturalizacion), la exposicion de grupos apolares, la agregacion y
la precipitacion, es decir, provoca un descenso de la solubilidad (Cheftel et al. 1989 y
Fennema 2000).

e Tiempo de extraccion

Variaciones entre 15 minutos a 2 horas son generalmente usadas industrialmente. En general,
la cantidad de nitrégeno extraido aumenta constantemente en los 30 primeros minutos
llegando a un nivel constante luego de los 45 min. (Mustakas y Sohns, citado por Rodriguez
1981). No obstante, el tiempo de extraccion y la temperatura estan relacionados con otros
factores tales como el grado de agitacién, tamafio de particulas y otros. Arango et al. (2012)
menciona que cuando el tiempo de extraccion se incrementa de 20 a 60 minutos dicho

incremento aumenta el rendimiento de extraccidn de proteinas en una 9 por ciento.
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e Relacion materia prima/solvente

A pesar de que volimenes grandes de extracto pueden facilitar la completa extraccion de la
proteina, su uso en la practica ocasiona dificultades de ingenieria. Para la produccion a gran
escala, la relacion méas econdmica esté entre 1:10- 1:20 (Rodriguez 1981). Rodriguez (1981)
recomienda en el ambito industrial hacer una doble extraccion con una relacion 1/15 y la
segunda con 1/5. Dos extracciones sucesivas de 1:10 y 1:5 también son usadas. De esta
manera, Si en el residuo queda todavia proteina, esta es extraida en la segunda extraccion.
En la Figura 4, se muestra la relacién de harina-solvente, se observa que existe un mayor
rendimiento cuando la relacién materia prima: solvente aumenta. Segun Arango et al. (2012)
cuando la relacion harina: solvente paso de 1:20 a 1:40 g: mL se observé un aumento de 15
por ciento en la cantidad de proteina extraida. Al aumentar la concentracion de disolvente se
incrementa el coeficiente de transferencia de masa resultando una mayor extraccion de

proteina.

57F =
53| -
© - .
= :
7] - I
i P
0- = =
R a5 >}
Mk k&
1:20 1:40 20,0 60,0
Relacion Harina-Solvente Tiempo

Figura 4: Efectos principales para el rendimiento de proteina en el proceso de

extraccion

FUENTE: Tomado de Arango et al. 2012

e Tamafo de particula

Se ha encontrado que el tamafio de particula de la materia prima tiene un efecto marcado en

la eficiencia de la extraccion. Las particulas mas finas involucran un incremento en el &rea



de contacto entre el solvente y la harina permitiendo una mejor accién del solvente sobre la
muestra (Rodriguez 1981). Un tamafio de malla de 100 o mas es recomendable para una
méaxima extraccion de proteinas (Malla N° 100 = abertura de 0.147 mm). No obstante, la
molienda de la harina a un tamafio de particula fina puede incrementar o reducir la
solubilidad del nitrégeno dependiendo de la naturaleza de la molienda y el resultante calor

o friccion (Rodriguez 1981).

e Agitacion

El grado de extraccién se incrementa con la agitacion, aunque una agitacion moderada para
mantener la harina suspendida libremente en la dispersion es suficiente para lograr una

eficiente extraccion (Rodriguez 1981).

2.4.  CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS SEGUN SU SOLUBILIDAD

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

con las caracteristicas de solubilidad son las siguientes:

Albuminas: Se solubilizan en agua a pH 6.6.
Globulinas: Son solubles en soluciones salinas diluidas a pH 7.

Glutelinas: Son solubles en soluciones acidas (pH 2) y alcalinas (pH 12).

el

Prolaminas: Son solubles en etanol al 70%.

Segun Sathe et al. (2012) la albumina, globulina y glutenina fueron las fracciones mas
importantes entre las proteinas solubles de la harina del sacha inchi, la prolamina contribuye
en pequefia proporcion. Sefiala también que el 90 por ciento de proteinas de la harina de
sacha inchi pueden solubilizarse y que las fracciones de proteinas, albuminas, globulinas,
prolaminas, y gluteninas representaron 43.7; 27.3; 3 y 31,9 por ciento, respectivamente, del

total de proteinas solubles acuosas.

Muchas de las propiedades funcionales son dependientes del grado de solubilidad proteica
(Rupnow 1991 citado por Giese 1994). 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 éstas ultimas en el disolvente, con
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una superficie interfacial de maximo contacto entre la proteina y el disolvente (Cheftel et al.
1989).

La solubilidad de las proteinas esta determinada por tres factores principales: su grado de
hidratacion, su densidad y distribucion de cargas a lo largo de la cadena vy, la presencia de
compuestos no proteicos como fosfatos, carbohidratos o lipidos que pueden tener un efecto
estabilizante (Badui 1999).

Recientemente, se ha dado gran importancia a la hidrofobicidad de los polipéptidos y se ha
visto que esta influye mucho en la solubilidad; ya que la solubilizacion de una proteina viene
impuesta por la hidrofilia e hidrofobia de la superficie de la misma que contacta con el agua
del entorno. Cuanto menor sea el nimero de zonas hidrofdbicas de la superficie mayor es la
solubilidad (Fennema 2000).

Ademas de las propiedades fisicoquimicas intrinsecas, la solubilidad se ve influida por el
pH, la fuerza io6nica, la temperatura, la presencia de disolventes orgéanicos y otras

circunstancias concurrentes en la disolucion (Fennema 2000).

Las pruebas mas utilizadas para determinar el grado de solubilidad proteica son: La
proporcion de solubilidad de nitrdgeno (NSI) y el perfil de solubilidad en funcion del pH, de
la fuerza idnica o de un tratamiento térmico (Cheftel et al. 1989). En general, se determina
el nitrogeno soluble contenido en el sobrenadante de centrifugacion de la solucion proteica

(Bourgeois y Le Roux 1986).

Los datos sobre las caracteristicas de solubilidad son muy utiles para poder determinar las
condiciones dptimas de extraccion y purificacion de la proteina, asi como para la separacion
de fracciones proteicas (Cheftel et al. 1989). Ademas, como la solubilidad de las proteinas
esta intimamente relacionada con sus estados estructurales, se usa con frecuencia para medir
el grado de desnaturalizacidn durante los procesos de extraccion, aislamiento y purificacion
(Fennema 2000).

La desnaturalizacion por el calor modifica el perfil de solubilidad de las proteinas frente al
pH. La modificacién del perfil de solubilidad inducida por la desnaturalizacion por el calor
se debe al incremento de la hidrofobia superficial de la proteina debido al desplegamiento.
El desplegamiento altera el equilibrio entre las interacciones proteina- proteina y proteina-

disolvente, a favor de las primeras (Fennema 2000).
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El perfil de solubilidad proteica en funcion del pH es un excelente indice de funcionalidad
de las proteinas, indicando sus posibles aplicaciones (Kinsella 1976), ya que diferentes
valores de pH son encontrados en diversos alimentos (Etheridge et al. 1981 citados por
Campos 1985). Las proteinas que son altamente solubles pueden ser requeridas en
aplicaciones en las cuales la emulsificacion, batido y formacion de peliculas son importantes
(Kolar et al. 1985, citados por Giese 1994).

25. METODOS DE EXTRACCION DE PROTEINAS BASADOS EN
DIFERENCIA DE SOLUBILIDAD

Las proteinas presentes en ciertos vegetales son poco o insolubles en agua debido a su
naturaleza hidrofdbica y a las uniones disulfuro entre las moléculas proteicas (Lianging et
al. 2008), dificultando su extraccion debido a las caracteristicas metabdlicas y estructurales
de los tejidos, especialmente de la pared celular (Martinez et al. 2013). Para lograr su
precipitacion, las proteinas deber ser liberadas de las células vegetales que las contiene,
utilizando solventes selectivos con respecto al soluto. Los solventes altamente alcalinos
ayudan a romper los puentes de hidrogeno y a disociar el hidrégeno de los grupos sulfato
carbolico, asi el incremento de la carga superficial de las moléculas proteicas aumenta la

solubilidad en agua.

Las proteinas son solubles en agua cuando adoptan una conformaciéon globular. La
solubilidad es debida a los radicales (-R) libres de los aminoacidos que, al ionizarse,
establecen enlaces débiles (puentes de hidrogeno) con las moléculas de agua. Asi, cuando
una proteina se solubiliza queda recubierta de una capa de moléculas de agua (capa de
solvatacion) que impide que se pueda unir a otras proteinas lo cual provocaria su

precipitacion (insolubilizacion) (Urrutia 2010).

La solubilidad de una proteina esta influenciada por los siguientes factores: su composicion
en amino&cidos (una proteina rica en aminoécidos polares es en general més soluble que una
rica en aminoacidos hidrofébicos); su estructura tridimensional (las proteinas fibrosas son
en general menos solubles que las globulares) y el entorno de la propia proteina (Fennema

2000). Los principales factores relacionados con el entorno son los siguientes: la
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temperatura; la constante dieléctrica del medio, el pH del mismo, y la fuerza idnica. Estas
variables que son reflejo del hecho de que las proteinas son electrolitos de peso molecular
muy grande, pueden utilizarse para separar mezclas de proteinas, ya que cada proteina posee
una composicién en aminodcidos caracteristica que determina su comportamiento como

electrolito y propiedades (Ramirez et al. 2007; citado por Urrutia 2010).

25.1. EXTRACCION ALCALINA Y PRECIPITACION ISOELECTRICA

Este procedimiento se basa en la solubilizacién de las proteinas en un medio alcalino; la
solucién se filtra y se centrifuga para eliminar los polisacaridos insolubles (incluye la fibra).
La proteina solubilizada se precipita en su punto isoeléctrico donde se elimina los
carbohidratos solubles y sales. Se obtiene un aislado con no menos de 90 por ciento de

proteina (Fennema 2000).

25.2. SOLUBILIZACION Y PRECIPITACION POR SALADO DE LAS
PROTEINAS

Las sales neutras ejercen efectos pronunciados sobre la solubilidad de las proteinas
globulares. A baja concentracion, las sales incrementan la solubilidad de muchas proteinas,
fendmeno que recibe el nombre de solubilizacidn por salado. Las sales de iones divalentes
tales como el MgClz y el (NH4)2SOs, son mucho mas eficaces en la solubilizacion de las
proteinas que las sales de iones monovalentes tales como el NaCl, KCI y NH4CI. La
capacidad de las sales neutras para influir en la solubilidad de las proteinas esta en funcion
de su fuerza idnica que constituye una medida tanto de la concentracién como del nimero
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).

Por otra parte, a medida que aumenta la fuerza ionica, la solubilidad de una proteina
comienza a disminuir, a una fuerza ionica suficientemente elevada, una proteina puede ser
casi completamente precipitada de su disolucion, efecto llamado insolubilizacion por salado.

La base fisicoquimica de la insolubilizacion por salado es muy compleja; uno de los factores
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que concurren en ella es que la concentracion elevada de la sal puede eliminar el agua de

hidratacion de las moléculas de proteina reduciendo la solubilidad (Nelson y Cox 2001).

2.5.3. FRACCIONAMIENTO CON DISOLVENTES

La adicion de disolventes organicos neutros miscibles con el agua, particularmente etanol y
acetona, disminuye la solubilidad de la mayoria de las proteinas globulares en el agua, de tal
manera que precipitan de su disolucion. El estudio cuantitativo de este efecto muestra que la
solubilidad de la proteina a un pH y fuerza ionica determinados esta en funcién de las
constantes dieléctricas del medio. Puesto que el etanol posee una constante dieléctrica menor
que la del agua, su adicion a una disolucién acuosa de proteina incrementa la fuerza de
atraccion entre las cargas opuestas, disminuyendo de este modo el grado de ionizacion de
los grupos -R de la proteina. Como resultado las moléculas de proteina tienden a agregarse
y precipitan. Las mezclas de proteinas pueden separarse basandose en las diferencias
cuantitativas de su solubilidad en mezclas frias de etanol-agua y de acetona-agua. Una
desventaja de este método es que al poder este solventes desnaturalizar a las proteinas a
temperaturas superiores, las temperaturas de trabajo deben mantenerse bajas (Nelson y Cox
2001).

2.6. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA (MSR)

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) es una coleccion de técnicas que
permiten al investigador inspeccionar una respuesta, que se puede mostrar como una
superficie, cuando los experimentos investigan el efecto que tiene el variar factores
cuantitativos en los valores que toma una variable dependiente o respuesta; y tratar de
encontrar los valores que optimicen esta respuesta. Esto es, se trata de encontrar los valores
Optimos para las variables independientes que maximizan, minimizan o cumplen ciertas
restricciones en la variable respuesta. La MSR es la estrategia experimental y de analisis que
permite resolver el problema de encontrar las condiciones de operacion éptimas de un
proceso, es decir, aquellas que dan por resultado “valores Optimos” de una o varias

caracteristicas de calidad del producto (Gutiérrez 2008).
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La optimizacion por el método de superficie de respuesta es mas ventajosa que la tradicional
optimizacion simple por parametros individuales donde el objetivo es localizar el tratamiento
ganador entre todos aquellos que son probados, en la medida en que la MSR pretende
localizar las condiciones dptimas de operacidn del proceso con un ahorro de tiempo, espacio
y materia prima (Ye y Jiang 2011). Para lograrlo se requiere de una estrategia mas completa,
que incluye la posibilidad de efectuar varios experimentos secuenciales y el uso de técnicas

matematicas mas avanzadas.

2.6.1. ELEMENTOS DE LA MSR

La metodologia de superficie de respuesta implica tres aspectos: disefio, modelo y técnica
de optimizacién. El disefio y el modelo se piensan al mismo tiempo, y dependen del tipo de
comportamiento que se espera en la respuesta. De manera especifica, el modelo puede ser
de primero o segundo orden (plano o con curvatura); por ello, el tipo de disefio utilizado y
el método de optimizacion se clasifican, segun sea el caso, como de primero o segundo
orden. El aspecto disefio implica que para optimizar un proceso se debe aplicar el disefio de
experimentos, en particular aquellos que sirven para ajustar un modelo de regresion lineal
multiple (Gutiérrez 2008).

El aspecto del modelo utiliza el analisis de regresion lineal maltiple, junto con sus elementos
basicos que son: parametros del modelo, modelo ajustado, significancia del modelo, prueba
de falta de ajuste, residuos, predichos, intervalos de confianza para predichos y coeficiente

de determinacion (Gutiérrez 2008).

El aspecto de optimizacién esta formado por algunas técnicas matematicas que sirven para
que, dado un modelo ajustado, explorarlo a fin de obtener informacion sobre el punto 6ptimo.
Conviene recordar técnicas como: derivadas de funciones, multiplicadores de LaGrange,
operaciones con matrices, valores y vectores propios y sistemas de ecuaciones simultaneas
(Gutiérrez 2008).
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2.6.2. MODELOS

Las superficies de respuesta se caracterizan ajustando un modelo a los datos experimentales.
Los modelos que se utilizan en MSR son basicamente polinomios de primer y segundo orden

como los que se muestran en la Figura 5 para k factores.

Madelo de Primer Orden

[
Y=8,+ 2 Bx +¢
=]
Modelo de Segundo Orden

Y =58, +i Bx, +i B.x +ii Bxx, +¢

imle =i

Figura 5: Modelos de 1° y 2° orden en la MSR.

FUENTE: Tomado de Gutiérrez 2008.

Para més de dos factores las superficies de respuesta no se pueden graficar completas de una
sola vez porque se encuentran en cuatro dimensiones 0 mas, pero se preserva la misma idea.
Esto es, para k > 2 el modelo de primer orden representa un hiperplano y el de segundo orden

constituye un hiperelipsoide o hiperboloide (Gutiérrez 2008).

Sin embargo, para k = 3 factores es posible graficar la superficie haciendo las tres graficas

con dos factores cada vez, con el tercero constante (Gutiérrez 2008).

2.6.3. ETAPAS DE OPTIMIZACION

Segun Avyala y Pardo (1995) optimizar un proceso o producto requiere una estrategia
adecuada para encontrar valores 6ptimos. En la Figura 6 se presente un esquema general de
la metodologia reportada por Candioti et al. (2014) y en las siguientes lineas se explica las

tres principales:
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Figura 6: Secuencia de pasos a seguir para la aplicacién de la metodologia de superficie

de respuesta.

FUENTE: Tomado de Candioti et al. 2014.
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Etapa I: Screening

El objetivo de esta etapa es identificar aquellas variables que verdaderamente aumenten la
eficacia de un proceso. 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 2, factorial

fraccionada y el disefio de Plackett y Burman.

Montgomery (2005) sefiala que el primer paso en la MSR consiste en determinar una
aproximacion apropiada a la relacion 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, como se muestra en la primera ecuacion:

y = Bo + B1B1 + 2Bz + -+ BrPi + € --+(Ecuacion 1)

En esta clase de disefios de primer orden se tiene:
e Disefios factoriales 2k
e  Fraccionales de la serie 2%
e Disefios simplex.

e Disefos Placket — Burman.

Etapa Il: Escalamiento

El escalamiento se da cuando se tiene evidencia que la region dptima se encuentra lejos de
los experimentos iniciales (screening), o para confirmar una hipétesis 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 dptima hasta su
ubicacion. Existen varios métodos que puede aplicarse en esta etapa, 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
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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).

Etapa I11: 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 méas apropiados para

estos casos son los disefios rotables y los disefios compuestos (Ayala y Pardo 1995).

e Dentro de los disefios rotables de segundo orden se incluyen:
e Disefio central compuesto.
e Disefio equirradial.

e Disefio Box Behnken.

Debe usarse un polinomio de mayor grado cuando existe curvatura en el sistema, un modelo

de segundo orden como se aprecia en la segunda ecuacion:

k K
V= + Zﬁz-xf +Z,E“xf + ZZ,E[-;-x[-xJ + =... (Ecuacion 2)
=1 =1 f<j
Donde los pi son los coeficientes de regresion para los términos de primer orden, los Sii son
los coeficientes para los términos cuadraticos puros, los gij son los coeficientes para los
términos de un producto cruz y € es el término del error aleatorio. Los términos cuadraticos

puros y los de producto cruz son de segundo orden (Montgomery 2005).
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I11. MATERIALESY METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se llevo 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

Se utilizo granos de cafiihua de la variedad Cupis, provenientes de la Estacion Agronomica

Experimental INIA (Instituto Nacional de Investigacion Agraria) de Puno (Peru).

3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.3.1. MATERIALES

e Probetas 50, 100, 250 ml.

e Embudo simple y cribado.

e Kitasato de 250 ml

e Beakers de 200, 250, 500 y 1000 ml
e Dosificador de agua destilada.

e Erlenmeyer de 100, 200 y 500 ml.
e Fiolade 10, 100, 250 y 1000 ml.
e Papel filtro Whatman N°1.

e Tubos de centrifuga.

e Parafilm.

e Magnetos de diferentes tamafios.
e Micropipetas de 0,1 —5 ml.

e Tubos de ensayo de 12x75 mm.

e Crondmetro.

e Espatulay cuchara



e Bagueta.
e Soporte.
e Tamiz W.S Tyler N° 35. (500 um).

e Otros.

3.3.2. EQUIPOS

e Balanza analitica (Ohaus Adventurer, Modelo AR2140).
e Bomba de vacio (Vacumbrand GMBH, Modelo 4EKF56CX-4).
e Congeladora (Electrolux).
e Bafio Maria con agitacion (GFL).
e  Espectrofotometro (Thermo Electron Corporation, Modelo Genesys 5).
e Potenciometro (Aplus Thermo Oridn, Modelo 410?).
e Refrigeradora (LG).
e Sistema de filtracion al vacio.
e Agitador magnético (IKA).
e Balanza de humedad infrarroja (MERCK).
e Molino (IKA, Modelo Al1Basic).
e Agitador Vortex (IKA).

3.3.3. REACTIVOS

e Acido clorhidrico 1N.

e Albumina bovina (BSA).

e Hidroxido de sodio 1N.

e Cloruro de sodio.

e Reactivo de Lowry.

e FEter de petroleo.

e Reactivo de Folin — Ciocalteau 2N (todos los reactivos fueron de la marca
MERCK).
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3.4. METODOS DE ANALISIS

a. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD.
Segun el método 950,46 (AOAC, 1996). Método de la estufa a 110 °C hasta peso constante.
Los resultados se expresaron en porcentaje.

b. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA TOTAL
Segun el método 984,13 (AOAC 1996). Método de Kjeldahl. El factor de conversién de
proteina usado fue de 5.85 segun lo recomendado por Becker et al. (1981) y Segura-Nieto et

al. (1994). Los resultados se expresaron en porcentaje.

C. DETERMINACION DE GRASA.
Segun el método 2003.05 (AOAC 1996). Método Soxleth. Los resultados se expresaron en

porcentaje.

d. DETERMINACION DE FIBRA CRUDA
Segun el método 962.09 (AOAC 1996). Los resultados se expresaron en porcentaje.

e. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CENIZAS.
Se utilizara el método N° 942.05 (AOAC 1996). Método por incineracion en mufla. Los

resultados se expresaron en porcentaje.

f. EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO
Se determin por diferencia después de haber completado los andlisis de humedad, proteina,

grasa, fibra y ceniza. Los resultados se expresaron en porcentaje.

g. DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE

Las proteinas solubles fueron determinadas bajo la metodologia propuesta por Lowry et al.
(1951). Este método estd basado en la reaccion de Biuret, donde las proteinas reaccionan
con el cobre Cu *2 bajo condiciones alcalinas formando enlaces y originando complejos de
color violeta, estos complejos cupro-proteicos reducen al reactivo Folin Ciocalteau el cual
vira a color azul oscuro y cuya intensidad depende proporcionalmente de los aminoacidos
tirosina y triptofano. El procedimiento realizado fue el siguiente, 400 ul de la muestra

(extracto proteico) fue mezclada con 2 ml del reactivo C (que contiene solucion de Na>COs
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al 2 por ciento en 0.1 M de NaOH, solucién de CuSO4. 5H,0 al 0.5 por ciento en agua
destilada y solucién de tartrato de sodio al 1 por ciento en agua destilada, estas tres
soluciones fueron mezcladas en proporciones 100:1:1), a esta mezcla se le anadi6 200 ul del
reactivo Folin Ciocalteau, el conjunto se agit6 e incub6 por 30 min a temperatura ambiente
y luego se procedié a la lectura a 550 nm. Los resultados fueron expresados en mg de
proteina soluble/ml utilizando la curva estandar de albdmina de suero bovina (BSA) que se

presenta en la ecuacion 3:

oteina
Absorbancia = 1.7068 (%ﬁ 00897 iacion 3)
m e

Posteriormente se hicieron los célculos para expresar los resultados en mg o g de proteina

soluble/100 g de muestra (harina de cafiihua).

b. Célculo de rendimiento de proteina extraida
El calculo del rendimiento de proteina extraida se realizo dividiendo la cantidad de proteina

soluble entre la proteina total por 100, como se visualiza en la ecuacion 4.

Proteina Soluble en el sobrenadante (Lowry)
Proteina Total (Kjeldahl)

Rendimiento (%) = * 100... (Ecuacion 4)

Proteina Soluble :mg/m l

La ecuacion para el célculo del rendimiento de proteina extraida se realizd segun la
metodologia descrita por Sathe et al. (2012), asimismo por Ali et al. (2008) durante la
optimizacion de proteinas de semillas de sandia. Igualmente por Irakose y Sindayigaya
(2010) para la optimizacion de extraccion de proteinas de sorgo malteado.
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35. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

3.5.1. EXTRACCION ALCALINA

En la figura 7 se presenta el flujo seguido para el estudio de la extraccion de proteina de
cafiihua, se eligié el método de extraccion alcalina sélido-liquido utilizada por Fritz et al.

(2011), el mismo que se detalla a continuacion:

e Limpieza: Se procedio a eliminar todo material extrafio contenido en las semillas
de la cafiihua como hojas, piedras, pajas, etc. La humedad inicial del grano fue de
6.5 por ciento.

e Molienda: Las semillas de cafiihua se molieron haciendo uso de un molino
eléctrico de analisis (IKA), el cual permitio facilmente reducir el tamafio de
particula del grano.

e Tamizado: La harina de cafiihua se pasé por un tamiz Tyler malla N° 35 (tamafio
de particula< 500 um). Se seleccioné este tamafio teniendo como referencias la
investigacion conducida por Guerrero et al. (2015) quienes reportan que tamafios
de particula inferiores a 500 um no tuvieron efecto en el proceso de extraccion de
la proteina de harina de quinua (Chenopodium quinoa).

e Desgrasado: La harina obtenida después del tamizado pasé por un desgrasado.
Previo a la extraccion de la proteina, se recomienda efectuar un desgrasado para
evitar que la grasa interfiera con el proceso de extraccion de la proteina, en
especial si el contenido de grasa supera el 3 por ciento (Fenema 2000). Para ello
se procedid a mezclar 300 g de harina con 1 | de éter de petr6leo bajo agitacion
durante 16 horas, para el cual se utiliz6 un agitador magnético y una magneto.

e Filtracidn: Se filtré con papel Whatman N° 3 bajo vacio para separar el éter de
petréleo con la grasa extraida de la harina de cafihua.

e Secado: En secador de bandejas con aire de recirculacion a 30 °C se coloco la
harina de cafiihua desengrasada con la finalidad de eliminar el solvente residual
en la harina. Bajo esta condicion a la harina desgrasada se realizd un analisis

proximal.
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Figura 7: Flujo de operaciones para la extraccion alcalina de la proteina de la cafiihua



3.6.

Extraccion alcalina solido-liquido: La proteina de la harina de la cafiihua
desgrasada fue extraida utilizando una combinacion de las siguientes variables:
pH, concentracién de cloruro de sodio (M), relacion harina desengrasada/solvente
(g/ml), de ahora en adelante identificado con las siglas MP/S, temperatura (°C) y
tiempo de extraccion (min), en funcion al disefio experimental estadistico
mencionado en el acapite 3.5.1.

En un Erlenmeyer de 500 ml se agregd la mezcla de harina desengrasada y
solvente, luego se agito por 5 minutos con un agitador magnético y magnetos,
después se ajustd el pH (los pH de las mezclas se regularon con NaOH 1N), la
extraccion de la proteina se llevé a cabo bajo condiciones alcalinas.

Luego de ajustar el pH de la solucidn: harina mas solvente, fue sometida a una
agitacion constante (200 rpm) en un bafio maria, siguiendo las condiciones de
extraccion ofrecidas por el disefio estadistico.

Centrifugacion: Transcurrida la extraccion alcalina se procedio a centrifugar la
solucion a 4000 rpm por 20 minutos a la temperatura de 10 °C, recuperandose el
sobrenadante.

Filtracion. El sobrenadante se filtr6 en papel Whatman N° 1 bajo vacio y la
solucion filtrada se le determind proteina soluble, segun lo sefialado en el acapite
3.3. asi como también se procedio a determinar el rendimiento en proteina extraida
(%).

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio completamente al azar con arreglo factorial 2% con replicas en el punto central

(primer orden) fue generado por el paquete estadistico Minitab version 16.1.0 (Minitab Inc.,

US) utilizado para la primera etapa disefio experimental (screening) y el disefio compuesto

central (segundo orden) por Statgraphics Centurion XVI version 16.02.04 (Statpoint

Technologies Inc., Warrenton, VA, US) usado en la optimizacion del disefio.
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3.6.1. SCREENING: DISENO EXPERIMENTAL DE PRIMER ORDEN

En esta etapa se analizaron los efectos de cinco variables independientes o factores:
concentracion de NaCl (Xi), temperatura (X2), tiempo (Xs3), MP/S [Relacion materia
prima/Solvente] (Xa) y pH (Xs); sobre la variable dependiente (Y) Rendimiento de
extraccion de proteinas, con la finalidad de determinar aquellos que tienen efecto

significativo en el proceso de extraccion de proteinas.

Se aplicé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2% con replicas en el punto
central, con la finalidad de determinar una estimacion promediada del efecto curvatura
(Ayala y Pardo 1995, Morales 2003 y Parra et al. 2014). Las variables fueron codificadas y
los diferentes niveles establecidos de acuerdo a datos de la literatura basados en la extraccion
de proteinas de otras fuentes (Aluko y Monu 2003, Abugoch et al. 2011; Guerrero et al.

2015) y a pruebas preliminares.

El disefio experimental de primer orden consto de 5 variables lo cual hace que k =5 variables,
y se tenga 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; como se muestra
en los Cuadros 6 y 7. La importancia de cada factor en la etapa de screening se determind
mediante el diagrama de Pareto estandarizado y el analisis de varianza (ANVA) (a = 0,05).
El analisis estadistico se realizé en el paquete estadistico Minitab version 16.1.0 (Minitab
Inc., US).
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Cuadro 6: Disefio factorial (2°) empleado en la etapa del screening

FACTORES/NIVELES
CORRIDA X1 X2 X3 X4 Xs
NACL |TEMPERATURA | TIEMPO MP/S PH

1 0(-1) 60 (1) 60 (1) 1/10 (-1) 7(-1)
2 2 (1) 60 (1) 60 (1) 1/10 (-1) 11 (1)
3 2 (1) 60 (1) 60 (1) 1/10 (-1) 7(-1)
4 0(-1) 60 (1) 60 (1) 1/10 (-1) 11 (1)
5 0(-1) 25 (-1) 10 (-1) 1/10 (-1) 7(-1)
6 0(-1) 25 (-1) 60 (1) 1/10 (-1) 11 (1)
7 0(-1) 25 (-1) 60 (1) 1/40 (1) 7(-1)
8 1(0) 42.5 (0) 35 (0) 1/25 (0) 9(0)
9 0(-1) 25 (-1) 10 (-1) 1/40 (1) 11 (1)
10 2 (1) 60 (1) 10 (-1) 1/10 (-1) 11 (1)
11 1(0) 42.5 (0) 35 (0) 1/25 (0) 9 (0)
12 2 (1) 25 (-1) 10 (-1) 1/40 (1) 11 (1)
13 2 (1) 25 (-1) 10 (-1) 1/40 (1) 7(-1)
14 2 (1) 60 (1) 10 (-1) 1/40 (1) 11 (1)
15 2 (1) 60 (1) 60 (1) 1/40 (1) 11 (1)
16 2 (1) 60 (1) 10 (-1) 1/10 (-1) 7(-1)
17 2 (1) 25 (-1) 60 (1) 1/40 (1) 11 (1)
18 1(0) 42.5 (0) 35 (0) 1/25 (0) 9(0)
19 0(-1) 60 (1) 60 (1) 1/40 (1) 11 (1)
20 2 (1) 25 (-1) 10 (-1) 1/10 (-1) 11 (1)
21 2 (1) 25 (-1) 60 (1) 1/40 (1) 7(-1)
22 0(-1) 25 (-1) 60 (1) 1/40 (1) 11 (1)
23 0(-1) 25 (-1) 60 (1) 1/10 (-1) 7(-1)
24 0(-1) 60 (1) 10 (-1) 1/10 (-1) 11 (1)
25 0(-1) 60 (1) 10 (-1) 1/40 (1) 7(-1)
26 0(-1) 60 (1) 60 (1) 1/40 (1) 7(-1)
27 0(-1) 25 (-1) 10 (-1) 1/40 (1) 7(-1)
28 2 (1) 25 (-1) 10 (-1) 1/10 (-1) 7(-1)
29 0(-1) 25 (-1) 10 (-1) 1/10 (-1) 11 (1)
30 2 (1) 60 (1) 60 (1) 1/40 (1) 7(-1)
31 0(-1) 60 (1) 10 (-1) 1/40 (1) 11 (1)
32 2 (1) 25 (-1) 60 (1) 1/10 (-1) 7(-1)
33 0(-1) 60 (1) 10 (-1) 1/10 (-1) 7(-1)
34 2 (1) 25 (-1) 60 (1) 1/10 (-1) 11 (1)
35 2 (1) 60 (1) 10 (-1) 1/40 (1) 7(-1)

Leyenda: MP/S: Relacion Materia prima/solvente



3.6.2. ESCALAMIENTO

Mediante la determinacion de la significancia de la curvatura en la etapa de Screening se
evaluo si se requeria realizar la etapa de escalamiento, que consiste en escalar sucesivamente
hacia la regién éptima (mediante pendientes ascendentes), hasta llegar a ubicar el rango de

niveles que encierra dicha region (Ayala y Pardo 1995).

3.6.3. OPTIMIZACION: DISENO 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 analisis de
superficie de respuesta de segundo orden para Y, se realiz6 mediante un Disefio Compuesto
Central (Ayala y Pardo 1995, Quanhong y Caili, 2005; Wani et al. 2006, Firatligil-Durmus
y Evranuz 2010 y Chee y Ayob 2013). Segun Ayala y Pardo (1995) para k = 4 variables,
consta de 16 puntos factoriales (2X), ocho 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 29 puntos experimentales. Para determinar la
ubicacion de los puntos axiales se consideré o = (nf)1/4 = (16)1/4 = 2 que, garantiza un
disefio central compuesto rotable (Montgomery 2002). Cada variable fue codificada en cinco
niveles: -2; -1; 0; 1y 2; como se muestra en el Cuadro 8. Las variables independientes Xi se
codificaron como xi, que se define como adimensional, de acuerdo con la siguiente ecuacion
5:
x; = (X; — Xo)/AX;... (Ecuacion 5)

Donde xi es el valor codificado de una variable independiente; Xi es el valor real de una
variable independiente; Xo es el valor real de una variable independiente en el punto central;
AXi es el valor de cambio gradual. Los codigos especificos son:
X, (Temperatura)=(X, — 40)/10... (Ecuacion 6)
X3(Tiempo)=(X3 — 65)/30... (Ecuacion 7)

x4(Relacion MP/S)=(X, — 30)/10... (Ecuacion 8)

xs(pH)=(X5s — 9)/1... (Ecuacion 9)
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Las corridas se llevaron a cabo en un orden completamente al azar para minimizar el sesgo.
En el Cuadro 8 se presentan el disefio experimental propuesto. EI modelo propuesto para la

variable respuesta (Y (%), rendimiento en proteina correspondio a:
Y = ,BO + 21(514 ,Bl-xi + 25514 ,Biixiz + Zi(<=]4 i(<=]4 ,Binin... (ECU&Cién 10)

Donde:

Y: Rendimiento de proteina estimado (%, g de proteina soluble/100 g de proteina total).
B0: Termino independiente.

Bi: Coeficientes de regresion lineal.

Bii, Bij: Coeficientes de regresion cuadraticos.

xi, XJ: Variables independientes o factores.

k: Numero de variables independientes o factores.

La superficie de respuesta generada para obtener el maximo rendimiento de la proteina
extraida, fue experimentalmente validada con tres repeticiones experimentales y los valores

que se obtuvieron fueron comparados con los predichos por el modelo de MSR.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se graficaron las superficies variando
dos variables dentro del rango experimental evaluado y manteniendo las otras constantes al
punto central (cero 0). El analisis estadistico se realizd con el software Statgraphics
Centurién XV (Stat Point Inc., VA, USA).
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Cuadro 7: Variables Independientes y sus niveles evaluados en el Screening

VARIABLE NIVELES
CODIFICADO | NO CODIFICADO

INDEPENDIENTE -1 1
Concentracién de NaCl (M) X1 X1 0 2
Temperatura (°C) X2 X 25 60
Tiempo de extraccion (min) X3 X3 10 60
Relacion MP/S (g/ml) X4 X 1/10 1/40
pH Xs Xs 7 11

Cuadro 8: Variables Independientes y sus niveles evaluados en la optimizacion

VARIABLE NIVELES
CODIFICADO NO CODIFICADO
INDEPENDIENTE -2 -1 0 1 2
Temperatura (° C) X2 X2 20 30 40 50 60
Tiempo de extraccion (min) X3 X3 5 35 65 95 125
Relacion MP/S (g/ml) X4 X4 1/10 | /20 | 1/30 | 1/40 | 1/50
pH Xs Xs 7 8 9 10 11




Cuadro 9: Arreglo del Disefio central compuesto generado de la etapa de la

optimizacion de la extraccion de la proteina de la cafihua.

VARIABLES VARIABLES NO
CORRIDA CODIFICADAS 2 CODIFICADAS
X2 X3 X4 Xs X2 X3 X4 Xs

1 -1 -1 -1 -1 30 35 | 1/20 35
2 0 0 0 0 40 65 | 1/30 65
3 1 -1 1 -1 50 35 | 1/40 35
4 -2 0 0 0 20 65 | 1/30 65
5 -1 1 1 -1 30 95 | 1/40 95
6 0 0 2 0 40 65 | 1/50 65
7 1 -1 -1 1 50 35 | 1/20 35
8 -1 1 -1 1 30 95 | 1/20 95
9 -1 1 1 1 30 95 | 1/40 95
10 0 0 0 0 40 65 | 1/30 65
11 1 1 -1 1 50 95 | 1/40 95
12 0 0 0 0 40 65 | 1/30 65
13 -1 1 -1 -1 30 95 | 1/20 95
14 0 0 0 0 40 65 | 1/30 65
15 1 1 1 1 50 95 | 1/40 95
16 1 -1 1 1 50 35 | 1/40 35
17 0 0 0 -2 40 65 | 1/30 65
18 1 1 -1 -1 50 95 | 1/20 95
19 0 2 0 0 40 125 | 1/30 | 125
20 0 -2 0 0 40 5 1/30 5
21 1 -1 -1 -1 50 35 | 1/20 35
22 1 1 1 -1 50 95 | 1/40 95
23 2 0 0 0 60 65 | 1/30 65
24 -1 -1 1 -1 30 35 | 1/40 35
25 -1 -1 -1 1 30 35 | 1/20 35
26 0 0 0 2 40 65 | 1/30 65
27 0 0 -2 0 40 65 | 1/10 65
28 0 0 0 0 40 65 | 1/30 65
29 -1 -1 1 1 30 35 | 1/40 35

& x2: Temperatura, X3: Tiempo, X4: Relacion materia MP/S y xs: pH.



3.6.4. FUNCION DE DESEABILIDAD

Los valores estimados (Y1) 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 més 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 utiliz6 el programa Minitab® version 16.1.0 (Minitab Inc., US).

3.6.5. VALIDACION DEL MODELO

El programa estadistico Statgraphics Centurion XV.II calcul6 las condiciones éptimas de
extraccion bajo el disefio Compuesto Central para la respuesta (Y). Se realizaron
experimentos bajo los niveles optimizados de las variables independientes estudiadas (tres
repeticiones). Los valores obtenidos experimentalmente se compararon con los valores

estimados por el modelo.

3.7.  ANALISIS DE DATOS

Para el analisis estadistico de los resultados correspondientes a la etapa de screening se
utilizé un analisis de varianza ANV A simple (p <0,05). Seguidamente para la optimizacion
se siguié un disefio experimental con los factores que tuvieron efectos significativos en la
primera etapa Yy se aplico la Metodologia de Superficie de Respuesta para la optimizacién
de las proteinas extraidas. Para la primera etapa (Screening) se utiliz6 el programa Minitab®
version 16.1.0 (Minitab Inc., US), para el célculo de la curvatura; en la segunda etapa
(Optimizacion) se utilizo los 2 programas el programa estadistico Statgraphics Centurién
XV. 1l. Y Minitab® version 16.1.0 (Minitab Inc., US), con el primer programa se optimizo

y valido el modelo y con el segundo programa se calcul6 la deseabilidad.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 10 se presenta el analisis proximal de la harina de cafiihua desgrasada empleada
en la presente investigacion. De manera comparativa se indica en el mismo cuadro los
valores para otros pseudo-cereales andinos como referencia. Es de destacar su alto contenido

de proteina comparado con las otras fuentes como la quinua y la kiwicha.

Para la obtencion de aislados o concentrados de proteina se han estudiado y propuestos
diferentes materias primas como: trigo, arroz, sorgo; soya, semillas de girasol, mani y otras
semillas oleaginosas. No obstante hasta el momento, son los cereales, la principal fuente por
contener mas del 12 por ciento de proteina y por ser un cultivo extendido en todo el mundo.

El contenido de proteina obtenido para la harina desgrasada de cafiihua (17.6%) se encuentra
dentro del rango de 12 a 23 por ciento reportado por otros investigadores para este grano
(Abugoch et al. 2008, Gonzalez et al.1989, Karyotis et al. 2003, White et al. 1955, DeBruin
1964, Gross 1989, Repo-Carrasco 2003, Repo-Carrasco 2009 y Ramos-Diaz et al. 2016).
En comparacion con los cereales, el contenido total de proteina es mayor que el de la cebada
(11 %), arroz (7,5 %) y el maiz (13,4 %) (Abugoch et al. 2008) pero menor comparado con

el contenido en semillas de leguminosas (22,75 a 37,9 %) reportados por Ogungbenle (2006).

Respecto al contenido de grasa, se observa que no obstante existir una reduccion importante
del contenido de grasa inicial (6-7%, FAO 2000) después de la operacion de desengrasado
aun queda un nivel residual de grasa de 2.4 por ciento. Es importante el control de este
contenido a través de la etapa de desengrasado debido a que la presencia de lipidos provoca
la formacion de emulsiones estabilizadas por las proteinas durante la solubilizacion alcalina,
las cuales son resistentes a la centrifugacion reduciendo la recuperacion (Fennema 2000).
Otra investigacion también ha reportado que los lipidos no son eliminados completamente
después de un desgrasado con hexano, qguedando como remanentes asociados con la proteina
lo cual pudiera afectar el sabor (Rackis et al. 1979), y el valor nutricional de los aislados
(Kikugawa et al. 1981 y Laqari et al. 2002).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814601002850#BIB33
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814601002850#BIB18

Jauricque et al. (2011), estudiaron la extraccion de proteinas de maiz a través de la
solubilizacion en medio alcalino y su precipitacion en el punto isoeléctrico. En esta
investigacion partiendo de una harina con un contenido de grasa de 5 por ciento y desgrasada
hasta un contenido de 2.82+0.72 por ciento, se obtuvo después del proceso de extraccion
un concentrado proteico con un contenido final de 1.19 por ciento, nivel que estaria
favoreciendo la estabilidad del producto a través de la reduccién de reacciones de oxidacién
de lipidos. Por estos resultados se puede afirmar que la extraccién alcalina contribuye a la
purificacion de los concentrados y aislados de sustancias no deseables como azucares, fibra
y lipidos (Kain et al. 2009).

Los contenidos de los otros componentes se encuentran dentro de los rangos reportados por
otras investigaciones. La presencia de fibra cruda y un alto contenido de extracto libre de
nitrégeno (carbohidratos) podrian predecir la probable interferencia en la recuperacién de

la proteina y la pureza del extracto a obtener.

Cuadro 10: Analisis proximal de la harina de cafilhua desengrasada empleada

comparada con otros pseudo-cereales andinos de referencias

CANIHUA VARIEDAD
3 QUINUA! | KIWICHA!
ANALISIS CUPIS
(b.s) (b.s)

(b.h) (b.s)
Humedad (%) 11.9 - - -
Proteina Total (N * 5.85) (%) 15.4 17.6 14.4 145
Grasa (%) 2.4 2.8 6 6.4
Fibra cruda (%o) 4.4 5.0 4 5
Ceniza (%) 34 3.9 2.9 2.6
Extracto libre de nitrégeno

61.8 70.7 72.6 715
(%)

Donde b.h y b.s corresponden a base hiimeda y base seca, respectivamente.  Repo- Carrasco
et al. 2003.




41. SCREENING

Numerosas variables pueden tener efecto sobre la respuesta de un sistema en estudio y es
practicamente imposible identificar y controlar las pequefias contribuciones de cada una. Por
lo tanto, es necesario seleccionar aquellas con efectos importantes. Disefios de screening
deben ser conducidos para determinar las variables experimentales y sus interacciones que
presentan efectos significativos. Disefios factoriales de dos niveles completo o fraccionado
se pueden utilizar para este objetivo principalmente porque son eficientes y econémicos
(Almeida et al. 2008).

Son significativas aquellas variables que al hacerlas variar de un nivel bajo a un nivel alto
afectan sensiblemente las respuestas de un proceso, eliminando de esta manera aquellas

variables que resulten de poca significancia (Ayala y Pardo, 1995).

Después de la identificacion de los parametros importantes, se determina la direccion en la

que se encuentran mejoras y los niveles de éstos parametros (Bas y Boyaci, 2007).

De acuerdo a los resultados de las investigaciones publicadas sobre extraccion de proteinas
en diversas fuentes como: cereales, tubérculos y leguminosas, los siguientes factores han
sido identificados por tener efecto en la extraccion de las mismas: pH, temperatura, relacion
MP/S, concentracion de NaCl (fuerza ionica del medio de extraccion), tiempo de extraccion,
(Martinez et al. 2013, Rodrigues et al. 2012, Mizubuti et al. 2000, Quanhong y Caili 2005 y
Kain et al. 2009), por lo que fueron elegidos para ser estudiados en esta etapa bajo un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 2k siendo el criterio de optimizacion maximizar

el rendimiento de extraccion.

El correcto uso de los disefios experimentales lleva a los experimentadores a reducir
complejos experimentos a través de la identificacion de factores claves que gobiernan a las
variables respuesta. El disefio factorial 2k con 3 puntos centrales que se selecciond para esta
etapa, es muy eficiente en este tipo de experimentos, dado que permite investigar todas las
combinaciones posibles de los niveles de los factores y logra identificar los factores mas

importantes que influyen significativamente sobre una respuesta.

Los niveles de las variables independientes, sus codificaciones y los resultados obtenidos se
presentan en el Cuadro 11. El disefio contempl6 35 tratamientos: 32 corridas experimentales

con 3 puntos centrales.
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Los resultados experimentales del rendimiento en proteina extraida (%) para las 35 corridas
fluctuaron en el rango comprendido entre 20.7 y 80.7 por ciento, para los niveles de los
factores: NaCl=0 por ciento, T=60 °C, tiempo=60 minutos, MP/S=1/10, pH=7 y NaCl=0 por
ciento, T=25 °C, tiempo=10 minutos, MP/S=1/40, pH=11 respectivamente.
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Cuadro 11: Arreglo Factorial (2°) con repeticiones en el centro, variables codificadas,

respuesta experimental (observado) y estimada en la etapa de screening

RENDIMIENTO DE
VARIABLE CODIFICADA ! EXTRACCION DE
CORRIDA PROTEINAS %
X, X, X3 X, Xs OBSERVADO, | ESTIMADO,

Y Y
1 -1 -1 -1 -1 -1 51.93 48.50
2 1 -1 -1 -1 -1 64.62 68.35
3 -1 1 -1 -1 -1 43.30 39.13
4 1 1 -1 -1 -1 59.13 61.01
5 -1 -1 1 -1 -1 44.65 43.45
6 1 -1 1 -1 -1 67.10 64.94
7 -1 1 1 -1 -1 20.79 28.73
8 1 1 1 -1 -1 54.88 52.24
9 -1 -1 -1 1 -1 48.88 53.44
10 1 -1 -1 1 -1 63.23 62.80
11 -1 1 -1 1 -1 48.49 46.77
12 1 1 -1 1 -1 58.62 58.16
13 -1 -1 1 1 -1 48.85 48.85
14 1 -1 1 1 -1 60.95 59.84
15 -1 1 1 1 -1 38.85 36.82
16 1 1 1 1 -1 48.69 49.84
17 -1 -1 -1 -1 1 68.71 70.28
18 1 -1 -1 -1 1 66.26 65.31
19 -1 1 -1 -1 1 61.82 63.32
20 1 1 -1 -1 1 60.56 60.38
21 -1 -1 1 -1 1 70.36 70.78
22 1 -1 1 -1 1 65.47 67.45
23 -1 1 1 -1 1 61.13 58.46
24 1 1 1 -1 1 58.87 57.16
25 -1 -1 -1 1 1 80.72 79.54
26 1 -1 -1 1 1 68.00 64.09
27 -1 1 -1 1 1 72.45 75.27
28 1 1 -1 1 1 61.57 61.85
29 -1 -1 1 1 1 81.29 80.50
30 1 -1 1 1 1 63.86 66.68
31 -1 1 1 1 1 72.58 70.87
32 1 1 1 1 1 57.45 59.08
33 0 0 0 0 0 64.52 64.55
34 0 0 0 0 0 64.05 64.55
35 0 0 0 0 0 65.08 64.55

1 X,: Concentracién de NaCl (M); X2: T (°C); Xa: Tiempo de extraccién (min); Xa: Relacién Materia

prima/solvente (g/ml); Xs: pH



El andlisis de variancia que se muestra en el Cuadro 12 indica que los cinco factores tuvieron
efecto significativo en la extraccion de la proteina, presentando una significancia con un
p<0.05. El coeficiente de determinacion R?ajustado = 0.9160 fue satisfactorio siendo mayor

a 0.80, nivel que garantiza un buen ajuste del modelo (Joglekar y May 1999).

Cuadro 12: Resultados de analisis de varianza del disefio factorial 2° utilizado en la

etapa de screening

SUMA
DE GRADOS CUADRA VALOR | VALOR
FUENTE CUADRA DE DO FC P SIG.
DOS LIBERTAD MEDIO
Modelo 2845.81 15 519.16 48.16 0.000 falaled
X1 129.85 1 129.85 10.99 0.004 *x
X2 575.45 1 575.45 48.69 0.000 il
X3 122.15 1 122.15 10.34 0.005 *x
X4 94.19 1 94.19 7.97 0.011 *x
Xs 1924.17 1 1924.17 162.82 0.000 falaied
X1.X2 8.26 1 8.26 0.70 0.414 n.s
X1.X3 5.35 1 5.35 0.45 0.510 n.s
X1.X4 220.19 1 220.19 18.63 0.000 falaied
X1.X5 1231.32 1 1231.32 104.19 0.000 FHx
X2.X3 57.46 1 57.46 4.86 0.041 *
X2.X4 14.50 1 14.50 1.23 0.283 *
X2.X5 11.54 1 11.54 0.98 0.336 *
X3.X4 0.41 1 0.41 0.04 0.854 n.s
X3.X5 61.49 1 61.49 5.20 0.035 *
X4.X5 37.37 1 37.37 3.16 0.092 *
Curvatura 78.82 1 78.82 6.67 0.019 *
Error residual 212.72 18 11.82
Falta de ajuste 212.19 16 13.26 49.87 0.020 n.s
Error puro 0.53 2 0.27
Total 4785.24 34
R2 0.9555
R2 ajustado 0.9160

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

**Significancia a un nivel de a=0,01. ***Significancia a un nivel de 0=0,001.

Xi1: Concentracion de NaCl (M); Xz: T (°C); Xs: Tiempo de extraccion (min); Xa: Relacion Materia

prima/solvente (g/ml); Xs: pH




La importancia de cada factor en la prueba de screening también se muestra en el Diagrama
de Pareto estandarizado (Figura 8), donde se presenta el efecto de los diferentes factores
evaluados en orden decreciente, asi como las tendencias positivas y negativas sobre la
respuesta evaluada. La longitud de cada barra es proporcional al impacto de cada efecto en
la respuesta. Cao et al. (2011) indican que el diagrama de Pareto se compone de barras con
una longitud proporcional al valor absoluto de los efectos estimados, dividido por el error
estandar. Cualquier barra que se extiende mas alla de la linea vertical, que representa el nivel

de significacion seleccionado (5 %), es estadisticamente significativa.
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Figura 8: Diagrama de Pareto de los efectos estandarizados segun el modelo factorial

(2°)

Los factores en orden decreciente de importancia fueron: pH > temperatura > NaCl >tiempo
> relacion MP/S. Entre los factores evaluados se observa que la temperatura y el tiempo
presentaron efectos negativos lo que indicaria que conforme los valores de estos factores son

mayores se consiguen menores rendimientos, los demas factores presentan efectos positivos.

En el rango de pH estudiado (7-11) existe un efecto significativo de esta variable, se observa
un incremento del rendimiento de extraccion con el incremento del nivel de pH. Similar
comportamiento ha sido reportado en otros estudios de extraccion de proteina con soja
(Anon et al. 2001), arroz (Wang et al. 1999), guisante (Tomoskozi et al. 2001), amaranto


http://ezproxy.concytec.gob.pe:2053/science/article/pii/S0960308515000711#bib0160

(Salcedo-Chéavez et al. 2002) y quinua (Goundan 1992, Aora y alvarado 2009 y Lindeboom
2005).

Esta tendencia también ha sido reportado en otra investigacién con proteina de quinuay fue
atribuida al alto contenido de aminoacidos acidos los cuales tienden a ser ionizados bajo
altos niveles de pH (Alsohaimy et al. 2007). Otras explicaciones de este comportamiento

son reportadas por la literatura y se mencionan a continuacion.

La solubilidad de proteinas, especialmente en medio acuoso depende de la extension en la
cual la interaccion proteina-agua predomina sobre la interaccion proteina-proteina (Zayas,
1997). Las proteinas en las células vegetales son dificilmente solubles en agua debido a su
naturaleza hidr6foba y los enlaces disulfuro entre las moléculas de proteina (Shen et al.
2008).

En disolucion acuosa, los residuos hidrofébicos de las proteinas se acumulan en el interior
de la estructura, mientras que en la superficie aparecen diversos grupos con carga eléctrica,
en funcion del pH del medio (Badui 2006). En torno a los grupos cargados, los dipolos del
agua se orientan conforme a la carga eléctrica de cada grupo, de tal manera que la proteina
presenta una capa de solvatacién formada por el agua de hidratacién, que es el agua retenida
por las cargas eléctricas de la superficie de las proteinas, donde interaccionan con el agua
mediante puentes de hidrogeno (Shen et al. 2008). La solubilidad es por tanto una propiedad
que depende en gran parte de la interaccidn proteina-agua y se vera favorecida por los
factores que incrementan esta interaccion como el pH, la temperatura y la fuerza i6nica
(Vioque et al. 2001).

El uso de soluciones alcalinas ha sido ampliamente reconocido como método efectivo para
extraccion de proteinas de fuentes vegetales. No obstante su efectividad depende de las
condiciones de extraccion tales como: la concentracién del agente alcalino, temperatura de
extraccion, tiempo, ratio volumen de solvente /peso del material (Guo et al. 2005, Sun y
Tian, 2003). En la medida en que la ionizacion de las cadenas laterales de aminoacidos
cargados es dependiente del pH, este factor determina la conformacion de las proteinas. La
distribucidn de cargas superficiales que determina la carga idnica global de la proteina, tiene

un impacto en la interaccion de las proteinas entre ellas y con el solvente (Creighton, 1993).
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A valores de pH bajos, la mayor parte de los grupos carboxilo y amino de las cadenas
laterales de aminoacidos se protonan bajo las formas -COOH y NHs", respectivamente,
siendo la carga global de la mayoria de las moléculas de proteina positiva. A medida que el
pH aumenta algunos de los grupos carboxilo se disocian en -COO" y H * en funcién de sus
constantes de disociacion y las cargas positivas asociadas (Cherry y McWatters 1975). En
este punto, la proteina no puede ser hidratada por las moléculas de agua, debido a las
modificaciones de sus estructuras terciarias y cuaternarias por lo que su solubilidad alcanza
un valor minimo. El equilibrio en cargas positivas y negativas minimiza la repulsion
electrostatica, promoviendo la agregacion y reduciendo la solubilidad de las proteinas
(Kinsella 1979, Creighton 1993). A medida que el pH aumenta ain mas, los grupos aminos
se disocian en -NHz y H * y la carga total de las proteinas se hace negativa debido a la
presencia de grupos -COO" y en consecuencia se incrementa la interaccion con el agua y por
lo tanto la solubilidad de la proteina (Cherry y McWatters 1975). A este nivel la carga neta
es mayor por lo que existe una mayor la repulsion electrostatica y consecuentemente la
solubilidad de la proteina aumenta (Creighton, 1993, Shen et al. 2008).

En conclusion, en ambos extremos de la escala de pH, la repulsion electrostatica mejora y
aumenta la solubilidad (Kain et al. 2009), las cadenas proteicas que llevan cargas eléctricas
del mismo signo, tienen tendencia a repelerse y por tanto a disociarse y desdoblarse. Por
tanto, la solubilidad y el rendimiento de la extraccion, es mayor a pH alcalino que a pH acido
(Avia Ruiz et al. 2016).

En una investigacion con proteina de quinua se sefiala que la solubilidad de sus aislados esta
relacionada al balance hidrofilico-hidrofébico de sus proteinas y la termodinamica de su
interaccidn con el solvente, los estudios en este pseudo-cereal demostraron que la solubilidad
de su proteina también es pH dependiente, alcanzando una maxima solubilidad de 75.21% a
pH 10 (Elsohaimy et al. 2015). Recientes estudios reportaron para este pseudo cereal un
méaximo rendimiento de proteina de 76.3 por ciento a pH 11 y 0.1 N NaCl (Guerrero-Ochoa
et al. 2015) y 74.3 por ciento a pH 11 (Avia Ruiz et al. 2016).

Se hace referencia a los estudios conducidos en proteina de quinua por la similitud de la

riqueza proteica y el perfil de aminoacidos que podria predecir el comportamiento de la

proteina de cafiihua al ser ambos de la misma familia Chenopodiaceae.
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No obstante los resultados hay que tener en cuenta que pH mas altos aunque son mas
eficientes en la extraccion de proteinas, deben ser evitados debido a la posibilidad de
desorganizacion de la estructura de la proteina e impacto negativo en aminoacidos esenciales
como la lisina donde se genera lisinoalanina, resultando en una pérdida de la digestibilidad
y el valor bioldgico de la proteina (Cerletti et al. 1978, Sgarbieri et al. 1978 y Finot, 1997).

Por otro lado, se ha demostrado que el pH de extraccién influye drasticamente en las
propiedades funcionales de las globulinas de quinua. Calentamiento a pH alcalino (10.5)
mejora la solubilidad y la actividad emulsionante, y también forma un gel con una estructura
regular y alto modulo de almacenamiento tras la acidificacion de la solucion. El
calentamiento a pH ligeramente alcalino (8.5 a 9.5) da lugar a la formacién de un coagulo
débil, mientras que las proteinas calentadas a un pH neutro no forman una estructura
(Mékinen et al. 2015 y Makinen et al. 2016).

Finalmente, un aspecto a tener en cuenta como una ventaja es que la extraccion alcalina
ademas de favorecer un mayor rendimiento de extraccion de las proteinas, tiene el efecto
adicional de contribuir en la remocion de componentes indeseables en el aislado proteico
(fibra, azlcares, polifenoles, lipidos, alcaloides) y la preparacion de un aislado proteico con
cierta pureza (Viogue et al. 2001). Con este método Goncalves et al. (1997) eliminaron el
90 por ciento de componentes indeseables al obtener aislado proteico de colza.

Respecto al factor temperatura dado que éste parametro influye en la conformacion y el
comportamiento hidréfilo de las proteinas y con el fin de evitar la desnaturalizacion
irreversible de la proteina durante la extraccion, la temperatura 60 °C se tomé como limite

superior.

Generalmente en los procesos de extraccion la temperatura es una variable independiente
que incrementa la habilidad del solvente a solubilizar los componentes y, reduce la
viscosidad del solvente liquido lo cual permite una mejor penetracién del solvente en la
matriz solida (Samavati 2013). Por ejemplo, Zhang et al. (2009) encontraron un efecto
positivo de la temperatura (20-80 °C) en la tasa de extraccidn de proteina de la semilla de
algodon, explican esta tendencia sefialando que cuando la temperatura aumenta, las
moléculas se mueven rapidamente, desarrollando una mayor velocidad de transferencia de

masa desde la superficie de contacto entre los sélidos y el liquido. Por lo tanto, el aumento
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de la temperatura podria promover la transferencia de masa y la solubilidad, reduciendo la
viscosidad de la solucion. Sin embargo, también sefialan que temperaturas muy altas podrian

causar la reduccion de la actividad de la proteina y su desnaturalizacion térmica.

Segun el diagrama de Pareto, la temperatura es el segundo factor de importancia con un
efecto negativo, lo que indica que para lograr la extraccion es suficiente niveles bajos de
temperatura, este resultado concuerda con lo obtenido por Foste et al. (2015) con salvado de
quinua en donde un calentamiento desde temperatura ambiente (20 °C) a 25 °C s6lo implica
un 6 por ciento adicional en la solubilidad, no habiendo ningin aumento adicional para
niveles mas altos de temperatura. Temperaturas mas bajas son ventajosas porgue reduce los

costes de fabricacidn y las modificaciones quimicas.

Guerrero-Ochoa et al. (2015) encontraron una tendencia similar en la extraccion de proteina
de quinua, los autores indicaron que ello podria deberse a que un incremento de la energia
cinética generada debido al incremento de la temperatura provocaria la exposicion de los
grupos no polares de la proteina (provocada por su desnaturalizacion), con el consecuente
decrecimiento en su solubilidad (Chi et al. 2003). Segun Goundan (1992) este efecto
negativo principalmente ocurre con proteinas globulares hidrofébicas. La cafiihua presenta
proteinas globulares de naturaleza predominantemente hidrofobicas (Brinegar et al. 1996)

lo que podria explicar el resultado expuesto.

En un estudio de extraccion de proteina de frijol se encontrd que el rendimiento se
incremento con el incremento de la temperatura hasta 30 °C y decrecid bajo niveles mas alla
de 30 °C (Wang et al. 2011). En otro estudio con proteina de mani el rendimiento de
extraccion fue dependiente de la temperatura con Optimos rendimientos a 40 °C, mientras
que mas altas temperaturas, registraron mas bajos rendimientos siendo mas acentuado el
descenso cuando la temperatura se incremento a 70 °C (Kain et al. 2009). En un estudio con
proteina de soya se reporta una tendencia decreciente en el rendimiento en el rango de
temperatura desde 30 °C hasta 50 °C, acentuandose esta tendencia hasta 70 °C (Rosenthal et
al. 1998).

La disminucion en el rendimiento se puede atribuir a la degradacion térmica de las proteinas.
Sathe et al. (1982) sefialan la formacion de agregados insolubles con las proteinas ricas en

azufre de la harina de soja cuando se calienta a 70 °C o por encima. Esta agregacion depende
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de varios factores entre ellos el medio de calentamiento. Puesto que, la extraccion se llevo a
cabo en medio acuoso, la disminucidon de la produccion de proteina puede haber sido debido
a la reduccion de la solubilidad de la proteina con el aumento de la temperatura. Las altas
temperaturas pueden mejorar la exposicion de los residuos hidrofébicos, que contribuyen a
la reduccion de la solubilidad de proteinas en general (Aider et al. 2011).

En procesos de extraccion de proteina altas temperaturas no son favorables, debido no s6lo
a la reduccion del rendimiento por coagulacion de la proteina (Tangka 2003) e hidrolisis de
la proteina (Bals y Dale 2011) sino porque pueden también reducir la calidad de la proteina
como resultado de desnaturalizacion, hidrélisis o racemizacion de aminoacidos (Zhu et al.
2010).

Cuando la temperatura es elevada aumenta la energia cinética de las moléculas con lo que
se desorganiza la envoltura acuosa de las proteinas, y se desnaturalizan. Asi mismo, un
aumento de la temperatura destruye las interacciones débiles y desorganiza la estructura de
la proteina, de forma que el interior hidrofébico interacciona con el medio acuoso y se

produce la agregacion y precipitacion de la proteina desnaturalizada (Vioque et al. 2001).

Como regla general, la solubilidad de las proteinas aumenta, cuando la temperatura se eleva
de 0 a 40-50°C. Por encima de 40-50°C el movimiento de las moléculas es suficiente para
romper los enlaces implicados en la estabilizacion de las estructuras secundaria y terciaria.
Esta desnaturalizacion va seguida, frecuentemente, de una agregacion y la solubilidad de la

proteina desnaturalizada llega ser inferior a la de la proteina nativa.

El tercer factor de importancia en la extraccion, sefialado por el Diagrama de Pareto (Figura
8) es la concentracion de cloruro de Sodio (NaCl) con un efecto positivo. Rodriguez et al.
(2012) mencionan que la solubilizacion de las proteinas 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 de sales. Las
sales aumentan la fuerza ionica de la solucion y, como resultado, la solubilidad de las

proteinas aumenta (Lestari et al. 2010).

Las sales neutras ejercen efectos pronunciados sobre la solubilidad de las proteinas
globulares. A baja concentracion, las sales incrementan la solubilidad de muchas proteinas,

fendmeno que recibe el nombre de solubilizacion por salado. Las sales de iones divalentes
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tales como el MgCl. y el (NH4)?SO4, son mucho mas eficaces en la solubilizacion de las
proteinas que las sales de iones monovalentes tales como el NaCl, KCI y NH4CI. Las
capacidades de las sales neutras para influir en la solubilidad de las proteinas estan 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 es causado por cambios de tendencia a la ionizacién de

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

Makkar (2008) menciona que en la extraccion acuosa de proteina de torta de semillas de
Jatropha en presencia de NaCl y bajo un rango de concentracion de 0.3-0.6M y manteniendo
constante los factores de pH y temperatura (pH 10, 60 °C), hay una menor recuperacion de

proteinas segin aumenta la concentracion de NaCl.

Elsohaimy et al. (2015) estudiaron el efecto de afiadir NaCl bajo diferentes concentraciones
sobre la extraccion de proteina de quinua, sus resultados revelan que a concentraciones en
el rango de 0-0.5M la presencia de NaCl tiene un efecto significativo en la solubilidad, no
habiendo diferencias significativas en el rango 0.5-1M. En otro estudio Parakash (1986)
reportd para el caso de semillas de sésamo un incremento en el rendimiento de extraccién
bajo concentraciones en el rango 0.05-2M. En otro estudio, la extraccion de proteina de
semilla de moringa fue también mas alta bajo una concentracion de 0.6 M (Makkar et al.
2008).

Por lo expuesto, al parecer la presencia de NaCl puede afectar negativamente en la
solubilidad de la proteina en rangos de pH especificos. Por ejemplo, se ha encontrado bajas
solubilidades en habas, lentejas y garbanzos a pH arriba de 7.5 o bajo pHs entre 1.0 -3.0,
comportamiento que podria ser atribuido a un incremento de las interacciones hidrofébicas
(Foste et al. 2015). Estos mismos autores mencionan que las interacciones hidrofébicas son
la fuerza conductora para agregaciones proteina-proteina conduciendo a la insolubilizacion
de las proteinas. Makkar et al. (2008) también reportaron que NaCl afecta negativamente a
la solubilidad de la proteina mediante el aumento de la fuerza idnica en soluciones,
resultando en una mayor interaccion hidréfoba entre las moléculas de proteina y la

disminucion de la solubilidad de proteinas.
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Es evidente por éstos reportes que el efecto de la concentracion de NaCl sobre la extraccion
de proteina depende del valor pH, segun su nivel, la adicion de sal a una suspension de
proteinas puede afectar a la densidad de carga neta de las proteinas y por lo tanto modificar
la solubilidad mediante la mejora o reduccidon de repulsiones inter-moleculares (Aider et al.
2011). Este comportamiento también se estaria presentando en la presente investigacion al
presentar un efecto significativo de la interaccion NaCl x pH segln el Diagrama de Pareto
(Figura 8).

Como conclusién de los resultados de las investigaciones que se han mencionado se puede
afirmar que los iones de sales neutras, con molaridades comprendidas entre 0.5y 1.0 M,
pueden aumentar la solubilidad de las proteinas (salting in o salazdn), los iones de las sales
reaccionan con las cargas de las proteinas y rebajan la atraccién electrostatica entre las cargas
opuestas de grupos proximos de la misma proteina. Los cationes y los iones de las sales
neutras reaccionan con las cargas de los residuos de los aminoacidos de las cadenas laterales
y este efecto hace que disminuyan las interacciones proteina-proteina (disminucion de las

fuerzas repulsivas y un aumento de las fuerzas atractivas).

Si la concentracién de las sales neutras es superior a 1.0 M, la solubilidad de las proteinas
decrece y puede conducir a una precipitacion. Este efecto se conoce como Saltin -out,
desalado; este efecto resulta de 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. En estas condiciones, las
interacciones proteina-proteina resultan mas importantes que las interacciones proteina-agua
y esto puede conducir a una agregaciéon seguida de una precipitacion de las moléculas

proteicas.

Por lo expuesto anteriormente y a fin de evaluar el efecto real de la presencia de NaCl sobre
el rendimiento de extraccion en el rango de pH de altos rendimientos se decidié estudiar el
efecto de la concentracion del NaCl a 0, 1 y 2 M a los pH de 9.0 y 10.5, manteniendo
constantes los factores de temperatura a 20 °C, tiempo de 10 min y relacién MP/S de 1/40,

los resultados se presentan en el Cuadro 13.
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Cuadro 13: Efecto de la concentracién de NaCly pH sobre el rendimiento de extraccion

de proteinas de la cafilhua

RENDIMIENTO DE PROTEINAS (%)
CONCENTRACION | FACTORES CONSTANTES: TEMPERATURA: 20 °C, TIEMPO:
MOLAR (M) 10 MINUTOS, RELACION MP/S: 1/40.
PH=9 PH=10.5
NaCl=0 M 65.0 +1.52° 73.0£1.99°
NaCl=1M 66.8 £ 1.59° 64.0 +2.43°
NaCl=2 M 63.1+4.49° 63.9 +£2.01°

Las letras diferentes en las columnas indican que existen diferencias significativas entre los

tratamientos (p < 0.05).

Los resultados corroboran la relacion del efecto de la presencia de NaCl con el nivel de pH.
Cuando se trabajé a pH 9 los rendimientos obtenidos bajo las tres concentraciones de sal no
tuvieron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). A pH 10.5 el empleo del
cloruro de sodio en el rango de concentracion estudiada (1-2 M) no asegurd una mayor
extraccion, por el contrario, fueron menores a los obtenidos sin la presencia de NaCl. Estos
resultados permiten concluir que al nivel de pH de 10.5 y bajo las concentraciones de sal
estudiados, se esté presentando un medio favorable al fendmeno salting-out, debido
probablemente a valores de fuerza ionica elevada, que hayan propiciado que las cargas de la
superficie de la proteina estén neutralizadas por lo que la hidratacion y solubilizacion haya

disminuido conduciendo a la precipitacion de parte de las proteinas (Jeantet et al. 2010).

Esto es consistente con lo reportado por Ismond et al. (1990) quienes encontraron que
valores de pH en el rango de 5 y 6.5 son mas efectivos en la extraccion de proteinas de

leguminosas por soluciones salinas.

Por otro lado, el exceso de sal interfiere con las propiedades funcionales, tales como la
capacidad de formacion de espuma y su estabilidad y la capacidad emulsionantes y su
estabilidad teniendo en ellos un efecto negativo (Adubiaro et al. 2012, Ogungbenle 2008).
El efecto positivo de NaCl en la capacidad de formacién de espuma se da solamente a bajas

concentraciones (Andualem y Gessesse 2013).



Teniendo en cuenta estos resultados y considerando que la presencia NaCl en el extracto
tiene como desventaja la disminucién del contenido de proteina y hace necesario un proceso
de purificacion adicional tal como diélisis, provocando un aumento significativo del coste
de produccién y, por lo tanto, menos interesante para su traslado a una escala industrial

(Lestari et al. 2010) no se incluy6 este factor en la etapa de optimizacion.

Otro factor critico para procesos de extraccion es el tiempo, ya que tanto los procesos de
difusion y degradacion son dependientes del tiempo, por lo que es un factor importante a
estudiar. El diagrama de Pareto indica un efecto negativo, aparentemente se logra extraer la
mayor cantidad de proteina en los primeros minutos por lo que mayores tiempos podrian
estar significando alguna degradacion dependiente del nivel de temperatura y pH. Esto es
positivo porque ademas de significar tiempos cortos de proceso con menores costos reduciria
el impacto negativo de la exposicion a soluciones alcalinas (Foste et al. 2015). EI impacto
del tiempo de extraccién fue evaluado en salvado de quinua no encontrandose diferencias

significativas entre 30 minutos y 4 horas de extraccion.

En varias investigaciones el tiempo es un parametro significativo con efecto positivo.
Patwari et al. (2015) reportaron un aumento de la extraccién de proteina de harina de colza
con el tiempo. El aumento de tiempo al parecer aumento la interaccion entre el disolvente y
la harina lo que aumento la extraccion de proteina. Asimismo, sefialan que el aumento del
tiempo de extraccion més alla de una hora conlleva a la formacion de espuma en la solucion,
debido a la desnaturalizacion y la coagulacion de la proteina de la matriz (Kanu et. al. 2007).
En la extraccion de proteina de soya bajo las condiciones: agitacion 200 RPM, pH 8, T 50
°C, MP/S 1:10 el mayor rendimiento se obtuvo entre 10-15 minutos. La rapida liberacion de
las proteinas se debe probablemente a la mas baja trayectoria de difusion debido a la finura
de la harina, que permite la liberacién casi instantdnea de la proteina solubilizada de las

células citoplasmicas fraccionadas (Rosenthal et al. 1998).

El tiempo corto necesario para la extraccion podria estar relacionado con el tamario de la
particula. En un estudio conducido en soya se ha demostrado el efecto del tamafio de
particula en el rango de 100-1200 um en el rendimiento de extraccion de proteina. Los
resultados de esta investigacion revelaron el efecto significativo de este factor, cuanto mas
bajo fue el tamafio de la particula mas alto fue el rendimiento de extraccién. Si el mecanismo

de extraccion es controlado por la velocidad de difusion una fuerte dependencia de la

56



velocidad de extraccién con el tamafio de particula debe esperarse. En este estudio se sefiala
que la liberacion significativa de la proteina se da en las células fraccionadas donde el
solvente puede penetrar facilmente y las especies solubles e insolubles asociados con las
células pueden ser liberadas al solvente, por lo que rendimiento es proporcional a las células

rotas después del proceso de reduccién de tamafio (Rosenthal et al. 1998).

El tamafio de particula es de interés por estar relacionado con la superficie reactiva de
particulas, que es de particular importancia para la capacidad de extraccion de los

componentes.

El impacto del tamafio de la particula (250, 500, 750 pum) en la solubilidad de la proteina de
salvado de quinua fue estudiado. La reduccion del tamafio de la particula hasta 250 micras
resulté en significativamente mayor solubilidad de la proteina (67.7%) no obstante no fue
muy diferente de lo obtenido a 500 um (Foste et al. 2015). Al parecer el tamafio de la
particula, funcion del grado de trituracion determina la accesibilidad a la proteina hasta cierto

nivel.

El Diagrama de Pareto también indica un efecto positivo de la relaciéon materia prima
solvente, esto es un incremento del rendimiento de la extraccién de proteina con el
incremento de la proporcion de solvente en relacion a la materia prima MP/S. El estudio de
esta variable es importante debido a que si es demasiado pequefia el componente no puede
ser completamente extraido, debido a que la harina absorbe el agua y la solucién extractora
se vuelve densa haciendo que la viscosidad de la solucién aumente lo que dificulta la difusion
molecular y en consecuencia la velocidad de extraccion se reduce (Zhang et al. 2009) y si es
demasiada alta encarece el proceso, por lo tanto, debe ser seleccionada una relacion

apropiada.

Uno de los importantes aspectos en la extraccion de proteina a gran escala es el uso de una
baja cantidad de solvente como sea posible, para obtener una recuperacion de la proteina a
una mas alta concentracion en el extracto crudo. El empleo de bajas cantidades de solvente
reduce los costos de produccion y la capacidad de los equipos lo cual finalmente incrementa

la eficiencia del proceso completo (Lestari et al. 2010).
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En la mayoria de procesos de extraccion esta variable tiene efecto significativo sobre el
rendimiento, una posible explicacion es el incremento de la difusividad del solvente en las
células lo cual mejora la desorcion del componente (Samavati 2013). Bendahou et al. (2007)
atribuyen esta tendencia al aumento de la fuerza impulsora del proceso de transferencia de

masa.

Durante la extraccion, la relacion materia prima: solvente afecta la facilidad de difusion de
la proteina de la materia prima a la solucién y la concentracion de saturacién. Para alcanzar
una tasa de extraccion éptima, la cantidad de solvente deberia ser lo suficientemente alto
para facilitar una mejor difusion y para asegurar que la concentracién de equilibrio esté por
debajo de la concentracion de saturacion. En relacion al tamafio del equipo, la menor
cantidad de solvente o la mas alta concentracién de proteinas requerira de equipos mas
pequerios (Lestari et al. 2010).

Shen et al. (2008) estudiaron la extraccion de proteina de hojas de té (contenido de proteina:
21-28%) y encontraron que la velocidad de extraccion aumenta casi linealmente con la
relacion materia prima/solvente hasta una relacion de 1:40, verificAndose poco cambio a
niveles mas altos. Explican esta tendencia que un mayor volumen de solvente significaria
una concentracion de proteina inferior en el mismo. Esto dard una diferencia de
concentracion de proteina mas grande entre la fase sélida y el disolvente y, por lo tanto, una
fuerza impulsora mayor para la transferencia de masa durante el proceso de extraccion. Sin
embargo, este efecto beneficioso disminuira gradualmente cuando se utiliza un gran
volumen de disolvente y no sera compensado por la dificultad de tener que manejar el
volumen adicional de solvente. Similar tendencia ha sido reportada por Kain et al. (2009)
para proteina de mani. EI mecanismo que regula la extraccion de proteinas sigue una cinética
de disolucion y/o difusion. Esta cinética estd gobernada por una fuerza conductora
relacionada con el gradiente de la concentracion del componente entre las fases sélida y
liquida (Kain et at. 2009). La extraccion de proteinas obedece al mecanismo de transferencia
de masa solido-liquido donde la extraccion aumenta con la relacion sélido / liquido hasta
que se alcance una posicion de equilibrio, después de la cual la extraccién de soluto
permanece relativamente constante (Prabhudesal 1988).

La extraccion solido-liquido puede ser considerada como un proceso de difusion que implica
la transferencia de moléculas de proteinas a partir de un sélido a un solvente e incluye una

serie de aspectos a tener en cuenta (Aguilera 2003). La microestructura de los sélidos afecta
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a la permeabilidad de los solutos(proteinas) debido a los gradientes de presion, las fuerzas
capilares y la propia matriz celular que induce a pasar moléculas pequefias a una tasa mas
rapida que las mas grandes, lo que resulta en una transferencia selectiva. Por otra parte, la
cantidad de sustancias que fluiran a través de un &rea por unidad de tiempo es dependiente
del coeficiente de difusion, la superficie y el gradiente de concentracién (Fick de Ley)
(Sussmann et al. 2011).

Otros valores son reportados para diversas fuentes, Kain et al. (2009) reportaron una relacion
Optima de 1:10 para proteina de mani, Tzeng et al. (1988) 1:20 para proteina de colza y mani
y Aguilera'y Garcia (1989) reportan ratios entre 1:5 y 1:30.

En funcion a estos resultados se decidid seleccionar como factores a evaluar en la
optimizacion de la extraccion de la proteina de la cafiihua: la temperatura, relacion MP/S,
pH y tiempo; asi como también se volvié a definir los rangos a evaluar de los

factores/variables en la MSR

4.2. 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 12) comprob6 un efecto curvatura significativo.

43. OPTIMIZACION DEL PROCESO

La MSR explora la relacion existente entre las variables explicativas y una o mas variables
respuesta (Cao et al. 2012) y esta puede aplicarse utilizando diversos disefios como el disefio
central compuesto (DCC) de segundo orden. EI DCC comprende una factorial donde estan
considerados dos niveles. El disefio factorial de dos niveles es escogido para llegar a estimar
todos los efectos de primer orden y los términos de interaccion de dos factores, adicionando
puntos axiales y centrales que contribuyan con una curvatura necesaria para estimar el efecto
cuadratico puro (Goundan 1992). Los valores experimentales del rendimiento de extraccion

de la proteina de la cafiihua utilizando el DCC se presentan en el Cuadro 14.
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Cuadro 14: Resultados experimentales del disefio central compuesto de la etapa de la

optimizacion referida al rendimiento de extraccion de la proteina de la cafihua

RENDIMIENTO DE
VARIABLES INDEPENDIENTES PROTEINA (Y, %)

CORRIDAS X2 . X3 X4 Xs Experimental | Predicho

Temperatura | Tiempo | MP/S® pH

1 30 35 20 8 73.69 £ 0.45 71.14
2 40 65 30 9 77.17 £1.04 76.84
3 50 35 40 8 68.77 £ 1.74 69.37
4 20 65 30 9 72.20 £ 0.40 72.78
5 30 95 40 8 64.05 + 1.02 63.67
6 40 65 50 9 68.30 £ 1.95 67.98
7 50 35 20 10 7291 +1.76 72.71
8 30 95 20 10 81.37 £0.26 80.19
9 30 95 40 10 76.29 + 2.27 75.52
10 40 65 30 9 76.71 £ 1.56 76.84
11 50 95 40 10 75.85 +1.38 77.62
12 40 65 30 9 79.59 £ 0.15 76.84
13 30 95 20 8 75.16 £ 0.27 72.93
14 40 65 30 9 75.90 +£1.80 76.84
15 50 95 40 10 75.24 +£1.68 77.21
16 50 35 40 10 78.45 £ 1.64 78.71
17 40 65 30 7 64.32 +1.28 67.86
18 50 95 20 8 73.44 +0.48 73.02
19 40 125 30 9 76.94 £ 0.42 76.13
20 40 5 30 9 72.49 +£1.28 75.84
21 50 35 20 8 69.16 £ 0.92 67.96
22 50 95 40 8 67.71 £ 0.69 68.01
23 60 65 30 9 74.11£1.38 71.29
24 30 35 40 8 72.03+1.75 68.29
25 30 35 20 10 80.82 £ 0.30 78.55
26 40 65 30 11 85.46 + 1.46 84.46
27 40 65 10 9 68.39 + 0.88 71.25
28 40 65 30 9 7484 +1.74 76.84
29 30 35 40 10 80.44 £0.12 80.28

3MP/S: Relacion materia prima/solvente




Del Cuadro 14, se observa que el rendimiento de extraccion de la proteina vario entre 64.0
y 85.4 por ciento. EIl maximo valor de proteina de cafiihua recuperada fue superior al
reportado para su pariente cercano la quinua (68.4%), reportado por Guerrero et al. (2015)
utilizando mismo procedimiento de optimizacion. Rendimientos de extraccion de 52.5, 66.2
y 65.4 por ciento para la paprika, mani y harina de soya, respectivamente, han sido
previamente reportado utilizando la metodologia del DCC (Firatligil-Durmus y Evaranuz
2010, Ma et al. 2010 y Rosset et al. 2014).

La aplicacion de la MSR generd una ecuacion de regresion, la cual establece la relacion entre

el rendimiento en proteina (Y, %) y las variables evaluadas. Asi la ecuacion fue la siguiente:

Rendimiento = 37.2 + 1.68 pH + 0.124 Tiempo + 0.667 Temperatura + 0.010 MP/S + 0.081
pH*pH - 0.000460 Tiempo*Tiempo - 0.00804 Temperatura*Temperatura - 0.02006
MP/S*MP/S - 0.0012 pH*Tiempo - 0.0664 pH*Temperatura + 0.1148 pH*MP/S + 0.00272
Tiempo*Temperatura - 0.00534Tiempo*MP/S + 0.01065 Temperatura*MP/S

4.3.1. (Ecuacion 11).
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El analisis de varianza ANOVA para el modelo cuadratico de la MSR-DCC se presenta en

el Cuadro 15.

Cuadro 15: Resultado del analisis de varianza para el modelo cuadréatico de la

metodologia de superficie de respuesta correspondiente al rendimiento en proteina

FUENTE SUMA DE GL CUADRADO \VALOR VALOR-P | SIGNIFICANCIA
CUADRADOS MEDIO -F

Modelo 601.332 14 42.952 9.05 0.000 Fxx
Lineal 386.287 4 96.572 20.35 0.000 ikl
Cuadratica 117.011 4 29.253 6.16 0.004 *
Interaccion 98.034 6 16.339 3.44 0.027 *
Error residual 66.451 14 4.747
Falta de ajuste 53.352 10 5.335 1.63 0.338 n.s
Error puro 13.100 4 3.275
Total 667.784 28
R? 0.9005
R? ajustado 0.8010

*Significancia a un nivel de 0=0.05; **Significancia a un nivel de a=0.01, ***Significancia a un

nivel de 0=0.001, n.s.= No significativo

En la evaluacion estadistica, el analisis de varianza del modelo cuadratico indica que es
significativo (p < 0,005). El término carencia de ajuste (lack of fit) que aparece en el
ANOVA es un indicador de que tan bien el modelo predice los valores experimentables de
la respuesta. Desde que éste no fue significativo (p > 0,05), el modelo fue validado por lo
que el modelo desarrollado representaria adecuadamente la relacion entre los factores
elegidos (Tan et al. 2014 y Jarpa-Parra et al. 2014).

Esto es confirmado al estimar el rendimiento de proteina para los diferentes tratamientos
aplicando el modelo de regresion y compararlo con los valores experimentales (Cuadro 14),
se observa un alto grado de correlacion entre los valores experimentales y estimados con un
R? de 0.9005 y el R?ajustado de 0.8010.

Firatligil-Durmus y Evranuz (2010) mencionan que el coeficiente de determinacion (R2) mas

cercano a la unidad, indica 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).

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 y Quanhong y Caili 2005).

4.3.2. OPTIMIZACION

Las condiciones Optimas de extraccion de las proteinas de la cafiihua fueron estimadas por
el método de deseabilidad, utilizando el programa Minitab (Figura 9). La variable
dependiente se fijo al valor maximo de deseabilidad (d = 1,00), en la Figura 9 se observa que
el valor de la deseabilidad es de 0.8709, el cual se acerca mucho al valor maximo que es el
valor 1. Las condiciones 6ptimas obtenidas correspondieron a una temperatura de 21.2 °C,
relacion MP/S de 1/36.6 (p/v), tiempo de 5 min 'y pH de 11, obteniéndose un rendimiento de

proteina estimado de 88.38 por ciento.

Optima pH Tiempo Temperat Mp/S

D: 08709 Alto 110 1250 60.0 500
o Act [11.0] [5.0] [21.2121] [36.6667]

Predecir Bajo 70 50 200 100

Rendimie
Maximo
y = 883841
d = 087093

Figura 9: Diagrama de los efectos principales para el rendimiento de extraccion de la

proteina de la cafihua



Las graficas de los efectos principales, asi como las superficies de respuesta obtenidas para
los rendimientos de extraccion de la proteina de la cafiihua se presentan en las Figuras 9 y

10 respectivamente.

Gréficos de contorno 3D se elaboraron para demostrar los efectos principales e interacciones
de las variables independientes sobre la variable dependiente. Estos graficos (Fig. 10) se
obtuvieron mediante la fijacion de dos variables en codificado nivel cero, mientras que las
otras dos variables varian para predecir la variable respuesta (rendimiento de extraccion de

proteina).
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Figura 10: Graficos de las superficies de respuesta para los efectos de: (a) pH vs
temperatura, (b) pH vs tiempo, (c) pH vs relacion MP/S, (d) tiempo vs temperatura, (€)
tiempo vs relacién (MP/S) y (f) temperatura vs relacion MP/S sobre el rendimiento de

extraccion.




De las superficies mostradas en la Figura 10 a, b y ¢ se observa nuevamente la tendencia al
aumento del rendimiento con el aumento del valor de pH como se concluyé en la etapa de
screening. Asi mismo, se desprende de estos graficos que altas temperaturas y tiempos
prolongados en el intervalo de pH estudiado ejercen un efecto negativo sobre el rendimiento
de extraccion. Esto tendria su explicacion en que los valores de pH extremos favorecen el
desdoblamiento de la proteina y disminuye la estabilidad térmica de proteinas (Creighton
1993, Petruccelli y Afidén 1996).

El efecto del pH y la temperatura sobre el rendimiento de extraccion de la proteina se aprecia
en la Figura 10a. Se observa que el pH tiene un efecto lineal con una pendiente positiva
mientras que la temperatura tiene un efecto cuadratico sobre la extraccion de la proteina; un
efecto cuadratico similar pero mas pronunciado se observa para el efecto relaciéon MP/S
frente a sus interacciones con el pH, tiempo y temperatura (Figura 10c, 10e y 10f). En la
Figura 10b se expone la relacion del pH con el tiempo, donde nuevamente el pH presenta un
efecto lineal mientras que el tiempo presenta una tendencia ligeramente cuadratica.
Finalmente, la interaccion del tiempo con la temperatura (Figura 10d) muestra un efecto
cuadratico para la temperatura y algo lineal con tendencia a una pendiente negativa para el
tiempo. Los resultados indican que el incremento del pH, asi como el llevar la relacion MP/S
hacia el punto central conduce a obtener los mayores rendimientos de extraccién de la

proteina de la cafiihua.

Las condiciones Optimas para la extraccion de la proteina de la cafiihua fueron: pH de 11,
tiempo de 5 minutos, temperatura de 21 °C y una relacién MP/S de 1/37 alcanzandose un

maximo de proteina extraida de 88.38 por ciento.

Este valor se encuentra entre el rango reportado por investigaciones en otras fuentes y en
algunos casos superior. Por ejemplo en un estudio con proteina de colza se obtuvo un
rendimiento del 88.9 por ciento a un pH de extraccion de 10.5 y 97.3 por ciento a pH 12
(Lgari et al. 2002), en el caso de quinua ha sido reportado una méaxima solubilidad a pH 10
(75.21%) (Elsohaimy et al. 2015), y en dos estudios recientes con esta misma materia prima
se alcanza rendimientos de extraccién de 76.3 por ciento a pH11 y 0,1 N NaCl (Guerreo-
Ochoa et al. 2015) y 74.3 por ciento a pH 11 (Avia- Ruiz et al. 2016).
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4.4. VALIDACION DEL MODELO

La idoneidad del modelo matematico generado para predecir el maximo rendimiento en
proteina fue experimentalmente validada usando las condiciones determinadas en la
optimizacion. Los valores de los rendimientos en proteina experimentales asi como los
valores predichos por el modelo generado se presentan en el Cuadro 16, de donde se observa
que los valores experimentales son bastante cercanos al obtenido del modelo matematico, lo

cual valida los resultados encontrados.

Cuadro 16: Valor predicho y experimental del rendimiento de extraccion de proteina

de cafiihua bajo las condiciones 6ptimas recomendadas por el modelo.

CONDICIONES OPTIMAS RENDIMIENTO DE PROTEINA
RECOMENDADAS POR EL
MODELO DE SEGUNDO ORDEN

PREDICHO EXPERIMENTAL

Temperatura (°C) 21

Relacion MP/S (mg/ml) 1/37 83.38 85.15 + 3.56

pH 11 Rango: 81.59 — 88.71
Tiempo (min) 5.0

Linden y Lorient (1996) mencionan que los pHs alcalinos producen una méxima solubilidad
de la proteina; sin embargo, a partir de pH 10 se provoca una racemizacién de los
aminoacidos y la formacion de puentes covalentes intra o intermoleculares disminuyendo la

digestibilidad de la proteina.

Condiciones altamente alcalinas pueden causar reacciones secundarias indeseables y
potencial toxicidad debido a la formacidn de la lisinoalanina, y por consiguiente perdida de
su valor nutritivo. Entre estas reacciones se encuentran: (1) desnaturalizacion e hidrolisis de
las proteinas; (2) aumento de la reaccion de Maillard con formacion de productos oscuros;
(3) aumento de la extraccion de los componentes no proteicos que co-precipitan con la

proteina y disminuyen la calidad del aislado (Kolar et al. 1985 y Wang et al. 1999).



En el mismo sentido, una investigacién conducida por Valenzuela et al. (2013) donde
evaluaron el efecto de la extraccion alcalina de proteina de quinua en el rango de pH 8-12
concluye que tratamientos alcalinos extremos arriba de pH 10 produce cambios estructurales
significativos en la proteina tales como desnaturalizacion/agregacion/disociacion. No
obstante, demostraron que para fines de su empleo en la formulacién de films sin el uso de
plastificantes una extracciéon a pH 12 es conveniente para provocar algun grado de
desnaturalizacion/agregacion/disociacion. ElI pH de extraccion estaria determinando

caracteristicas funcionales en la proteina favorables segun el tipo de aplicacion.

Por lo expuesto en el capitulo anterior se realizé una validacion a otros pHs, introduciendo
el valor del pH en el modelo matematico obtenido para predecir el rendimiento a obtener.
Para la realizacion se cogieron los valores de las condiciones Optimas, en el cual s6lo se
modificd un valor del factor pH, todos los demas se mantuvieron constantes. Los resultados

hallados se encuentran en el cuadro 17.

Cuadro 17: Resultados de rendimiento en la extraccion de proteinas de la cafiihua

evaluado a diferentes pHs

VALORES RENDIMIENTO DE PROTEINA
DEL PH EXPERIMENTAL PREDICHO
pH=9 70.64 +1.10 75.59
pH=9.5 76.17+ 0.84 78.55
pH=10 80.46+ 1.39 81.44

Del cuadro 17 se puede deducir que el factor de pH tiene influencia en la extraccion de
proteinas, al disminuir el pH el rendimiento de la proteina también disminuye. Pero a valores
de 9 aun se tiene un valor de 70.64 + 1.10 comparado con el valor del predicho segun el
modelo matematico que fue de 75.59, que si bien no esta dentro del rango se acerca mucho.
Para los valores de pH 10 el valor experimental muestra un rango donde este el valor del

predicho.



V. CONCLUSIONES

Las variables con efecto significativos sobre la extraccion de proteina de harina de
cafiihua desgrasada identificadas en la etapa de screening y en orden de importancia

fueron:

pH> temperatura>concentracion NaCl >tiempo>relacion MP/S. La temperatura y

el tiempo presentaron efectos negativos.

La técnica de la metodologia de superficie de respuesta resulté ser una herramienta
atil en el establecimiento de las condiciones Optimas para la extraccion de proteina
de cafiihua. EI modelo de segundo orden generado exhibi6 un valor no significativo
para la falta de ajuste y un alto valor del coeficiente de determinacion (R? = 0.8092),
lo que indica que los valores predichos generados por el modelo para el rendimiento
de proteina fueron consistentes y experimentalmente validados.  Los valores
experimentales del rendimiento de proteina estuvieron el rango de 63.67- 80.28 por

ciento.

Los niveles oOptimos de las variables estudiadas fueron: Solvente: solucién acuosa
alcalina pH 11 (ajustada con NaOH), Temperatura 21 °C, Relacion MP/S 1/37,
Tiempo 5 min. Rendimiento predicho 88.38 por ciento y Valor experimental 85.15
+ 3.56.

Utilizando el modelo matematico de segundo orden obtenido con los siguientes
variables: pH de 9, relacion MP/S 1/37, Tiempo 5 min y Temperatura 21 °C, se
obtuvo un rendimiento predicho de 75.59 y valor experimental de 70.64 + 1.10. Si
bien el rendimiento experimental no estd dentro del rango de los valores del
rendimiento predicho por el modelo. El rendimiento sigue siendo alto, por lo cual la

opcion de extraccion a un pH 9, sigue siendo factible.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar las propiedades térmicas, funcionales y nutricionales de la proteina de
cafiihua extraida por el método alcalino optimizado.

Evaluar el efecto del pH de extraccion sobre las propiedades térmicas y
funcionales, asi como nutricionales (perfil de aminoacidos).

Identificacion de las tipos de proteinas que fueron extraidos por el método alcalino

optimizado.
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VIIlI. ANEXOS

ANEXO 1: CURVA ESTANDAR DE ALBUMINA DE SUERO BOVINO
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ANEXO 2. CALCULO DE RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS EN LA
ETAPA DE SCREENING

mg VVolumen ] g %

o | Abs ’ proteina | proteina | ps./100 g .

N proteina/ | recuperado Promedio
(Neto) mi (mi) (mg) |/100g. de _ pt
muestra | Kjeldahl)
0.227 5.49 18.0 98.76 3.29 21.28

1 0.230 5.57 18.0 100.35 3.34 21.62 21.55
0.231 5.60 18.0 100.87 3.36 21.74
0.435 11.58 235 272.13 9.07 58.64

2 0.454 12.14 235 285.21 9.51 61.46 58.39
0.411 10.88 235 255.61 8.52 55.08
0.396 10.44 24.0 250.50 8.35 53.98

3 0.397 10.47 24.0 251.21 8.37 54.13 54.13
0.398 10.50 24.0 251.91 8.40 54.28
0.515 13.92 19.0 264.55 8.82 57.00

4 0.494 13.31 19.0 252.86 8.43 54.48 55.88
0.508 13.72 19.0 260.65 8.69 56.16
0.346 8.97 24.0 215.35 7.18 46.40

5 0.352 9.15 24.0 219.57 7.32 47.31 46.55
0.343 8.89 24.0 213.24 7.11 45.95
0.488 13.13 24.0 315.19 10.51 67.91

6 0.487 13.10 24.0 314.48 10.48 67.76 68.37
0.498 13.43 24.0 322.22 10.74 69.43
0.112 2.12 37.0 78.37 7.84 50.66

7 0.111 2.09 37.0 77.28 7.73 49.96 51.82
0.118 2.29 37.0 84.87 8.49 54.86
0.193 4.49 22.0 98.80 9.88 63.86

8 0.196 4.58 22.0 100.73 10.07 65.11 64.70
0.196 4.58 22.0 100.73 10.07 65.11
0.129 2.62 37.0 96.79 9.68 62.57

9 0.130 2.65 37.0 97.88 9.79 63.27 63.27
0.131 2.67 37.0 98.96 9.90 63.97
0.443 11.81 24.0 283.55 9.45 61.10

10 | 0.455 12.17 24.0 291.99 9.73 62.91 62.51
0.459 12.28 24.0 294.80 9.83 63.52
0.192 4.46 225 100.39 10.04 64.89

11 | 0.194 4.52 225 101.70 10.17 65.74 65.17
0.192 4.46 225 100.39 10.04 64.89
0.140 2.94 36.0 105.78 10.58 68.38

12 | 0.145 3.08 36.0 111.05 11.10 71.78 68.38
0.135 2.79 36.0 100.50 10.05 64.97




Continuacién

13 0.140 2.94 37.0 108.72 10.87 70.27 69.57
0.139 291 37.0 107.63 10.76 69.57 '
0.138 2.88 37.0 106.55 10.65 68.87
0.136 2.82 36.5 102.97 10.30 66.56

14 | 0.134 2.76 36.5 100.83 10.08 65.18 66.10
0.136 2.82 36.5 102.97 10.30 66.56
0.122 241 36.5 88.00 8.80 56.88

15 | 0.120 2.35 36.5 85.86 8.59 55.50 55.73
0.119 2.32 36.5 84.79 8.48 54.81
0.417 11.05 23.0 254.22 8.47 54.78

16 | 0.413 10.94 23.0 251.52 8.38 54.20 54.73
0.420 11.14 23.0 256.24 8.54 55.21
0.136 2.82 37.0 104.38 10.44 67.47

17 | 0.138 2.88 37.0 106.55 10.65 68.87 67.94
0.136 2.82 37.0 104.38 10.44 67.47
0.193 4.49 22.5 101.04 10.10 65.32

18 | 0.191 4.43 22.5 99.73 9.97 64.46 64.32
0.188 4.34 22.5 97.75 9.77 63.19
0.142 3.00 35.0 104.89 10.49 67.80

19 | 0.145 3.08 35.0 107.97 10.80 69.79 68.91
0.144 3.06 35.0 106.94 10.69 69.13
0.494 13.31 24.0 319.40 10.65 68.82

20 | 0.487 13.10 240 314.48 10.48 67.76 68.47
0.494 13.31 240 319.40 10.65 68.82
0.132 2.70 37.0 100.04 10.00 64.67

21 | 0.125 2.50 37.0 92.46 9.25 59.77 60.70
0.122 241 37.0 89.20 8.92 57.66
0.164 3.64 37.0 134.73 13.47 87.09

22 | 0.157 3.44 37.0 127.14 12.71 82.19 86.39
0.168 3.76 37.0 139.06 13.91 89.89
0.323 8.30 24.0 199.18 6.64 42.92

23 | 0.318 8.15 24.0 195.66 6.52 42.16 42.77
0.325 8.36 24.0 200.59 6.69 43.22
0.520 14.07 19.0 267.33 8.91 57.60

24 | 0.517 13.98 19.0 265.66 8.86 57.24 57.60
0.523 14.16 19.0 269.00 8.97 57.96
0.108 2.00 35.0 70.03 7.00 45.27

25 | 0.105 191 35.0 66.95 6.70 43.28 46.15
0.115 2.21 35.0 77.21 7.72 49.91
0.085 1.33 35.0 46.45 4.64 30.02

26 | 0.084 1.30 35.0 45.42 4.54 29.36 30.02
0.086 1.36 35.0 47.47 4.75 30.69
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0.105 1.91 37.0 70.78 7.08 45.75

27 0.107 1.97 37.0 72.95 7.29 47.15 48.32
0.114 2.18 37.0 80.53 8.05 52.06
0.445 11.87 24.5 290.89 9.70 62.68

28 | 0.429 11.40 24.5 279.41 9.31 60.20 62.27
0.453 12.11 24.5 296.63 9.89 63.92
0.490 13.19 24.0 316.59 10.55 68.22

29 | 0.482 12.96 240 310.97 10.37 67.00 68.47
0.503 13.57 240 325.73 10.86 70.19
0.115 2.21 36.5 80.51 8.05 52.05

30 | 0.108 2.00 36.5 73.03 7.30 47.21 48.13
0.105 191 36.5 69.82 6.98 45.13
0.149 3.20 35.0 112.07 11.21 72.44

31 0.143 3.03 35.0 105.91 10.59 68.46 70.01
0.144 3.06 35.0 106.94 10.69 69.13
0.449 11.99 25.0 299.76 9.99 64.59

32 0.464 12.43 25.0 310.74 10.36 66.96 66.27
0.466 12.49 25.0 312.21 10.41 67.27
0.348 9.03 19.0 171.60 5.72 36.97

33 | 0.344 8.91 19.0 169.37 5.65 36.49 36.77
0.347 9.00 19.0 171.04 5.70 36.85
0.465 12.46 240 299.02 9.97 64.43

34 | 0.469 12.58 240 301.83 10.06 65.04 64.93
0.471 12.63 24.0 303.23 10.11 65.34
0.129 2.62 36.5 95.48 9.55 61.72

35 | 0.123 244 36.5 89.07 8.91 57.58 59.19
0.124 247 36.5 90.14 9.01 58.27

ANEXO 3. CALCULO DE RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS EN LA
ETAPA DE SCREENING - REPETICION 1

g. % (9
o Abs mg, Volumen proteina | proteina | ps./100 g .

N proteina/ | recuperado Promedio

(Neto) ml (mi) (mg) /100 g. de pt
muestra | Kjeldahl)

0.214 5.11 17.0 86.80 2.89 18.70

1 0.211 5.02 17.0 85.31 2.84 18.38 18.99
0.225 5.43 17.0 92.28 3.08 19.88
0.432 11.49 22.5 258.58 8.62 55.72

2 0.439 11.70 22.5 263.19 8.77 56.71 56.38
0.439 11.70 22.5 263.19 8.77 56.71

3 0.373 9.76 24.0 234.33 7.81 50.49 52 87
0.397 10.47 24.0 251.21 8.37 54.13 '
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0.396 10.44 24.0 250.50 8.35 53.98
0.545 14.80 20.0 296.05 9.87 63.79

4 0.542 14.71 20.0 294.29 9.81 63.41 63.29
0.536 14.54 20.0 290.78 9.69 62.65
0.393 10.35 24.5 253.57 8.45 54.64

5 0.395 10.41 24.5 255.00 8.50 54.95 54.69
0.392 10.32 24.5 252.85 8.43 54.48
0.480 12.90 25.0 322.46 10.75 69.48

6 0.471 12.63 25.0 315.87 10.53 68.06 68.80
0.476 12.78 25.0 319.53 10.65 68.85
0.103 1.85 37.0 68.61 6.86 44.35

7 0.101 1.80 37.0 66.44 6.64 42.95 43.42
0.101 1.80 37.0 66.44 6.64 42.95
0.186 4.29 22.0 94.29 9.43 60.95

8 0.184 4.23 22.0 93.00 9.30 60.12 61.09
0.189 4.37 22.0 96.22 9.62 62.20
0.143 3.03 37.0 111.97 11.20 72.38

9 0.139 291 37.0 107.63 10.76 69.57 71.68
0.144 3.06 37.0 113.05 11.31 73.08
0.413 10.94 23.0 251.52 8.38 54.20

10 0.419 11.11 23.0 255.56 8.52 55.07 55.55
0.435 11.58 23.0 266.34 8.88 57.39
0.184 4.23 215 90.88 9.09 58.75

11 0.189 4.37 215 94.03 9.40 60.78 59.70
0.186 4.29 215 92.14 9.21 59.56
0.131 2.67 37.0 98.96 9.90 63.97

12 0.131 2.67 37.0 98.96 9.90 63.97 64.20
0.132 2.70 37.0 100.04 10.00 64.67
0.118 2.29 37.0 84.87 8.49 54.86

13 0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56 53.69
0.112 2.12 37.0 78.37 7.84 50.66
0.111 2.09 37.0 77.28 7.73 49.96

14 0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56 53.93
0.120 2.35 37.0 87.04 8.70 56.26
0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56

15 0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56 56.26
0.122 2.41 37.0 89.20 8.92 57.66
0.443 11.81 24.0 283.55 9.45 61.10

16 0.436 11.61 24.0 278.63 9.29 60.04 60.54
0.439 11.70 24.0 280.74 9.36 60.49
0.116 2.24 37.5 83.82 8.38 54.18

17 0.118 2.29 37.5 86.02 8.60 55.60 56.55
0.124 2.47 37.5 92.61 9.26 59.86
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0.192 4.46 21.5 95.92 9.59 62.01

18 0.192 4.46 215 95.92 9.59 62.01 62.55
0.196 4.58 215 98.44 9.84 63.63
0.132 2.70 355 95.99 9.60 62.05

19 0.133 2.73 355 97.03 9.70 62.72 63.62
0.138 2.88 35.5 102.23 10.22 66.08
0.443 11.81 23.5 277.64 9.25 59.82

20 0.455 12.17 23.5 285.90 9.53 61.60 60.71
0.449 11.99 23.5 281.77 9.39 60.71
0.125 2.50 37.0 92.46 9.25 59.77

21 0.123 2.44 37.0 90.29 9.03 58.36 58.13
0.120 2.35 37.0 87.04 8.70 56.26
0.145 3.08 36.5 112.59 11.26 72.78

22 0.143 3.03 36.5 110.45 11.05 71.40 72.09
0.144 3.06 36.5 111.52 11.15 72.09
0.324 8.33 24.0 199.88 6.66 43.07

23 0.332 8.56 24.0 205.51 6.85 44.28 44.28
0.340 8.80 24.0 211.13 7.04 45.49
0.507 13.69 21.0 287.48 9.58 61.94

24 0.506 13.66 21.0 286.86 9.56 61.81 62.91
0.530 14.36 21.0 301.63 10.05 64.99
0.112 2.12 355 75.19 7.52 48.60

25 0.115 2.21 355 78.31 7.83 50.62 48.38
0.108 2.00 355 71.03 7.10 45.91
0.109 2.03 35.0 71.05 7.11 45.93

26 0.106 1.94 35.0 67.98 6.80 43.94 45.71
0.111 2.09 35.0 73.10 7.31 47.26
0.110 2.06 36.5 75.17 7.52 48.59

27 0.108 2.00 36.5 73.03 7.30 47.21 46.98
0.105 1.91 36.5 69.82 6.98 45.13
0.452 12.08 24.5 295.91 9.86 63.76

28 0.457 12.22 24.5 299.50 9.98 64.53 63.71
0.446 11.90 24.5 291.61 9.72 62.83
0.471 12.63 24.0 303.23 10.11 65.34

29 0.466 12.49 24.0 299.72 9.99 64.58 65.49
0.479 12.87 24.0 308.86 10.30 66.55
0.110 2.06 36.0 74.14 741 47.92

30 0.108 2.00 36.0 72.03 7.20 46.56 46.79
0.107 1.97 36.0 70.97 7.10 45.88
0.145 3.08 35.5 109.51 10.95 70.79

31 0.146 3.11 35.5 110.55 11.05 71.46 71.24
0.146 3.11 355 110.55 11.05 71.46

32 0.447 11.93 25.0 298.29 9.94 64.27 64.54
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0.450 12.02 25.0 300.49 10.02 64.75
0.449 11.99 25.0 299.76 9.99 64.59
0.446 11.90 18.5 220.19 7.34 47.45

33 0.449 11.99 18.5 221.82 7.39 47.80 47.64
0.448 11.96 18.5 221.28 7.38 47.68
0.448 11.96 24.0 287.06 9.57 61.85

34 0.458 12.25 24.0 294.09 9.80 63.37 62.71
0.455 12.17 24.0 291.99 9.73 62.91
0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56

35 0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56 55.09
0.117 2.26 37.0 83.79 8.38 54.16

ANEXO 4. CALCULO DE RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE LA
ETAPA DE SCREENING - REPETICION 2

g. 0
Abs mg Volumen proteina proteina psﬁ(()% g .
N° . recuperado /100 g. Promedio
(Neto) | proteina/ml (mg) pt
(ml) de i
Kjeldahl)
muestra
0.214 511 17.0 86.80 2.89 18.70
1 0.211 5.02 17.0 85.31 2.84 18.38 18.99
0.225 5.43 17.0 92.28 3.08 19.88
0.432 11.49 22.5 258.58 8.62 55.72
2 0.439 11.70 22.5 263.19 8.77 56.71 56.38
0.439 11.70 22.5 263.19 8.77 56.71
0.373 9.76 24.0 234.33 7.81 50.49
3 0.397 10.47 24.0 251.21 8.37 54.13 52.87
0.396 10.44 24.0 250.50 8.35 53.98
0.545 14.80 20.0 296.05 9.87 63.79
4 0.542 14.71 20.0 294.29 9.81 63.41 63.29
0.536 14.54 20.0 290.78 9.69 62.65
0.393 10.35 24.5 253.57 8.45 54.64
5 0.395 10.41 24.5 255.00 8.50 54.95 54.69
0.392 10.32 24.5 252.85 8.43 54.48
0.480 12.90 25.0 322.46 10.75 69.48
6 0.471 12.63 25.0 315.87 10.53 68.06 68.80
0.476 12.78 25.0 319.53 10.65 68.85
0.103 1.85 37.0 68.61 6.86 44.35
7 0.101 1.80 37.0 66.44 6.64 42.95 43.42
0.101 1.80 37.0 66.44 6.64 42.95




Continuacién

0.186 4.29 22.0 94.29 9.43 60.95

8 0.184 4.23 22.0 93.00 9.30 60.12 61.09
0.189 4.37 22.0 96.22 9.62 62.20
0.143 3.03 37.0 111.97 11.20 72.38

9 0.139 291 37.0 107.63 10.76 69.57 71.68
0.144 3.06 37.0 113.05 11.31 73.08
0.413 10.94 23.0 251.52 8.38 54.20

10 | 0.419 11.11 23.0 255.56 8.52 55.07 55.55
0.435 11.58 23.0 266.34 8.88 57.39
0.184 4.23 21.5 90.88 9.09 58.75

11 | 0.189 4.37 21.5 94.03 9.40 60.78 59.70
0.186 4.29 215 92.14 9.21 59.56
0.131 2.67 37.0 98.96 9.90 63.97

12 | 0.131 2.67 37.0 98.96 9.90 63.97 64.20
0.132 2.70 37.0 100.04 10.00 64.67
0.118 2.29 37.0 84.87 8.49 54.86

13 | 0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56 53.69
0.112 2.12 37.0 78.37 7.84 50.66
0.111 2.09 37.0 77.28 7.73 49.96

14 | 0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56 53.93
0.120 2.35 37.0 87.04 8.70 56.26
0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56

15 | 0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56 56.26
0.122 241 37.0 89.20 8.92 57.66
0.443 11.81 24.0 283.55 9.45 61.10

16 | 0.436 11.61 24.0 278.63 9.29 60.04 60.54
0.439 11.70 24.0 280.74 9.36 60.49
0.116 2.24 37.5 83.82 8.38 54.18

17 | 0.118 2.29 37.5 86.02 8.60 55.60 56.55
0.124 2.47 37.5 92.61 9.26 59.86
0.192 4.46 21.5 95.92 9.59 62.01

18 | 0.192 4.46 215 95.92 9.59 62.01 62.55
0.196 4.58 215 98.44 9.84 63.63
0.132 2.70 355 95.99 9.60 62.05

19 | 0.133 2.73 355 97.03 9.70 62.72 63.62
0.138 2.88 35.5 102.23 10.22 66.08
0.443 11.81 23.5 277.64 9.25 59.82

20 | 0.455 12.17 23.5 285.90 9.53 61.60 60.71
0.449 11.99 23.5 281.77 9.39 60.71
0.125 2.50 37.0 92.46 9.25 59.77

21 | 0.123 2.44 37.0 90.29 9.03 58.36 58.13
0.120 2.35 37.0 87.04 8.70 56.26

22 | 0.145 3.08 36.5 112.59 11.26 72.78 72.09
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0.143 3.03 36.5 110.45 11.05 71.40
0.144 3.06 36.5 111.52 11.15 72.09
0.324 8.33 24.0 199.88 6.66 43.07

23 | 0.332 8.56 24.0 205.51 6.85 44.28 44.28
0.340 8.80 24.0 211.13 7.04 45.49
0.507 13.69 21.0 287.48 9.58 61.94

24 | 0.506 13.66 21.0 286.86 9.56 61.81 62.91
0.530 14.36 21.0 301.63 10.05 64.99
0.112 2.12 35.5 75.19 7.52 48.60

25 | 0.115 2.21 35.5 78.31 7.83 50.62 48.38
0.108 2.00 35.5 71.03 7.10 45.91
0.109 2.03 35.0 71.05 7.11 45.93

26 | 0.106 1.94 35.0 67.98 6.80 43.94 45.71
0.111 2.09 35.0 73.10 7.31 47.26
0.110 2.06 36.5 75.17 7.52 48.59

27 | 0.108 2.00 36.5 73.03 7.30 47.21 46.98
0.105 1.91 36.5 69.82 6.98 45.13
0.452 12.08 24.5 295.91 9.86 63.76

28 | 0.457 12.22 24.5 299.50 9.98 64.53 63.71
0.446 11.90 24.5 291.61 9.72 62.83
0.471 12.63 24.0 303.23 10.11 65.34

29 | 0.466 12.49 24.0 299.72 9.99 64.58 65.49
0.479 12.87 24.0 308.86 10.30 66.55
0.110 2.06 36.0 74.14 741 47.92

30 | 0.108 2.00 36.0 72.03 7.20 46.56 46.79
0.107 1.97 36.0 70.97 7.10 45.88
0.145 3.08 35.5 109.51 10.95 70.79

31 | 0.146 3.11 35.5 110.55 11.05 71.46 71.24
0.146 3.11 35.5 110.55 11.05 71.46
0.447 11.93 25.0 298.29 9.94 64.27

32 | 0.450 12.02 25.0 300.49 10.02 64.75 64.54
0.449 11.99 25.0 299.76 9.99 64.59
0.446 11.90 18.5 220.19 7.34 47.45

33 | 0.449 11.99 18.5 221.82 7.39 47.80 47.64
0.448 11.96 18.5 221.28 7.38 47.68
0.448 11.96 24.0 287.06 9.57 61.85

34 | 0.458 12.25 24.0 294.09 9.80 63.37 62.71
0.455 12.17 24.0 291.99 9.73 62.91
0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56

35 | 0.119 2.32 37.0 85.95 8.60 55.56 55.09
0.117 2.26 37.0 83.79 8.38 54.16




ANEXO 5. CALCULO DE RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE LA
OPTIMIZACION

g. % (9
Volumen . .

N© Abs njlg recuperado proteina | proteina | ps./100 g Promedio
(Neto) | proteina/ml (mi) (mg) |/100g. de pt
muestra | Kjeldahl)
0.273 6.83 17.0 116.19 11.62 75.10

1 0.263 6.54 17.0 111.21 11.12 71.88 74.14
0.274 6.86 17.0 116.68 11.67 75.43
0.198 4.64 27.0 125.21 12.52 80.94

2 0.190 4.40 27.0 118.88 11.89 76.85 78.21
0.190 4.40 27.0 118.88 11.89 76.85
0.138 2.88 36.5 105.11 10.51 67.94

3 0.136 2.82 36.5 102.97 10.30 66.56 67.02
0.136 2.82 36.5 102.97 10.30 66.56
0.167 3.73 27.0 100.69 10.07 65.09

4 0.175 3.96 27.0 107.02 10.70 69.18 67.81
0.175 3.96 27.0 107.02 10.70 69.18
0.130 2.65 37.0 97.88 9.79 63.27

5 0.131 2.67 37.0 98.96 9.90 63.97 63.03
0.128 2.59 37.0 95.71 9.57 61.87
0.121 2.38 44.0 104.79 10.48 67.74

6 0.118 2.29 44.0 100.93 10.09 65.24 66.35
0.119 2.32 44.0 102.21 10.22 66.07
0.271 6.78 17.0 115.19 11.52 74.46

7 0.272 6.81 17.0 115.69 11.57 74.78 74.67
0.272 6.81 17.0 115.69 11.57 74.78
0.284 7.16 175 125.24 12.52 80.96

8 0.287 7.24 175 126.78 12.68 81.95 81.62
0.287 7.24 175 126.78 12.68 81.95
0.147 3.14 37.0 116.30 11.63 75.18

9 0.145 3.08 37.0 114.13 11.41 73.78 74.01
0.144 3.06 37.0 113.05 11.31 73.08
0.184 4.23 27.5 116.25 11.62 75.14

10 | 0.182 4.17 27.5 114.64 11.46 74.10 75.14
0.186 4.29 27.5 117.86 11.79 76.19
0.279 7.01 16.5 115.67 11.57 74.77

11 | 0.278 6.98 16.5 115.18 11.52 74.46 74.46
0.277 6.95 16.5 114.70 11.47 74.14
0.196 4.58 27.0 123.63 12.36 79.91

12 | 0.197 4.61 27.0 124.42 12.44 80.42 79.74
0.194 4.52 27.0 122.04 12.20 78.89




Continuacién

0.273 6.83 17.0 116.19 11.62 75.10

13 | 0.273 6.83 17.0 116.19 11.62 75.10 74.89
0.271 6.78 17.0 115.19 11.52 74.46
0.190 4.40 27.0 118.88 11.89 76.85

14 | 0.193 4.49 27.0 121.25 12.13 78.38 77.70
0.192 4.46 27.0 120.46 12.05 77.87
0.142 3.00 36.5 109.38 10.94 70.71

15 | 0.147 3.14 36.5 114.73 11.47 74.16 71.40
0.140 2.94 36.5 107.25 10.72 69.33
0.150 3.23 37.0 119.55 11.96 77.28

16 | 0.149 3.20 37.0 118.47 11.85 76.58 76.81
0.149 3.20 37.0 118.47 11.85 76.58
0.167 3.73 27.0 100.69 10.07 65.09

17 | 0.167 3.73 27.0 100.69 10.07 65.09 65.60
0.170 3.82 27.0 103.06 10.31 66.62
0.269 6.72 17.0 114.19 11.42 73.82

18 | 0.269 6.72 17.0 114.19 11.42 73.82 73.92
0.270 6.75 17.0 114.69 11.47 74.14
0.194 4.52 27.0 122.04 12.20 78.89

19 | 0.191 4.43 27.0 119.67 11.97 77.36 77.36
0.188 4.34 27.0 117.30 11.73 75.82
0.200 4.70 27.5 129.14 12.91 83.48

20 | 0.197 4.61 27.5 126.72 12.67 81.91 81.91
0.194 4.52 271.5 124.30 12.43 80.35
0.251 6.19 17.0 105.23 10.52 68.02

21 | 0.254 6.28 17.0 106.72 10.67 68.99 68.24
0.250 6.16 17.0 104.73 10.47 67.70
0.136 2.82 36.5 102.97 10.30 66.56

22 | 0.138 2.88 36.5 105.11 10.51 67.94 68.40
0.142 3.00 36.5 109.38 10.94 70.71
0.186 4.29 25.0 107.14 10.71 69.26

23 | 0.182 4.17 25.0 104.22 10.42 67.37 68.16
0.183 4.20 25.0 104.95 10.49 67.84
0.132 2.70 37.0 100.04 10.00 64.67

24 | 0.136 2.82 37.0 104.38 10.44 67.47 67.24
0.139 291 37.0 107.63 10.76 69.57
0.284 7.16 17.5 125.24 12.52 80.96

25 | 0.280 7.04 17.5 123.19 12.32 79.63 80.52
0.284 7.16 17.5 125.24 12.52 80.96
0.205 4.84 27.0 130.74 13.07 84.51

26 | 0.203 4.78 27.0 129.16 12.92 83.49 84.00
0.204 481 27.0 129.95 13.00 84.00

97 0.484 13.02 240 312.37 10.41 67.31 6751
0.496 13.37 24.0 320.81 10.69 69.13 '




Continuacién

0.476 12.78 240 306.75 10.22 66.10
0.185 4.26 27.0 114.93 11.49 74.29

28 | 0.182 4.17 27.0 112.55 11.26 72.76 73.10
0.181 4.14 27.0 111.76 11.18 72.24
0.155 3.38 37.0 124.97 12.50 80.78

29 | 0.155 3.38 37.0 124.97 12.50 80.78 80.55
0.154 3.35 37.0 123.89 12.39 80.08

ANEXO 6. CALCULO DE RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE LA
ETAPA DE OPTIMIZACION — REPETICION 1

b mg Volumen . g. proteina 07) (@
N° NAetZ proteina | recuperado pr((;:lzl;]a /100 g. de Ps. é,?o 9 | Promedio
/ml (ml) muestra Kjeldahl)

0.263 6.54 17.5 114.48 11.45 74.00

1 0.261 6.48 17.5 113.45 11.35 73.34 73.23
0.258 6.40 17.5 111.91 11.19 72.34
0.184 4.23 26.5 112.02 11.20 72.41

2 0.189 4.37 26.5 115.90 11.59 74.92 73.42
0.185 4.26 26.5 112.80 11.28 72.91
0.141 2.97 37.0 109.80 10.98 70.98

3 0.139 2.91 37.0 107.63 10.76 69.57 70.51
0.141 2.97 37.0 109.80 10.98 70.98
0.186 4.29 26.5 113.57 11.36 73.42

4 0.189 4.37 26.5 115.90 11.59 74.92 73.58
0.184 4.23 26.5 112.02 11.20 72.41
0.130 2.65 375 99.20 9.92 64.12

5 0.133 2.73 375 102.49 10.25 66.25 66.02
0.135 2.79 37.5 104.69 10.47 67.67
0.109 2.03 46.5 94.40 9.44 61.02

6 0.108 2.00 46.5 93.04 9.30 60.14 61.02
0.110 2.06 46.5 95.76 9.58 61.90
0.248 6.10 17.5 106.79 10.68 69.03

7 0.258 6.40 17.5 111.91 11.19 72.34 70.46
0.251 6.19 17.5 108.32 10.83 70.02
0.287 7.24 17.0 123.16 12.32 79.61

8 0.299 7.60 17.0 129.13 12.91 83.47 81.11
0.289 7.30 17.0 124.15 12.42 80.25

9 0.149 3.20 375 120.07 12.01 77.62 28.56
0.150 3.23 375 121.17 12.12 78.33 '




Continuacién

0.152 3.29 37.5 123.37 12.34 79.75
0.191 4.43 27.5 121.89 12.19 78.79

10 | 0.188 4.34 27.5 119.47 11.95 77.23 78.27
0.191 4.43 27.5 121.89 12.19 78.79
0.293 7.42 17.0 126.15 12.61 81.54

11 | 0.291 7.36 17.0 125.15 12.51 80.90 81.22
0.292 7.39 17.0 125.65 12.56 81.22
0.198 4.64 26.5 122.89 12.29 79.44

12 | 0.199 4.67 26.5 123.67 12.37 79.94 79.44
0.197 4.61 26.5 122.11 12.21 78.94
0.274 6.86 17.0 116.68 11.67 75.43

13 | 0.276 6.92 17.0 117.68 11.77 76.07 75.43
0.272 6.81 17.0 115.69 11.57 74.78
0.184 4.23 27.5 116.25 11.62 75.14

14 | 0.183 4.20 27.5 115.44 11.54 74.62 74.10
0.179 4.08 27.5 112.22 11.22 72.54
0.151 3.26 37.0 120.64 12.06 77.98

15 | 0.155 3.38 37.0 124.97 12.50 80.78 78.92
0.151 3.26 37.0 120.64 12.06 77.98
0.153 3.32 37.0 122.81 12.28 79.38

16 | 0.155 3.38 37.0 124.97 12.50 80.78 80.08
0.154 3.35 37.0 123.89 12.39 80.08
0.162 3.58 27.0 96.73 9.67 62.53

17 | 0.165 3.67 27.0 99.11 9.91 64.06 63.04
0.162 3.58 27.0 96.73 9.67 62.53
0.270 6.75 17.0 114.69 11.47 74.14

18 | 0.264 6.57 17.0 111.70 11.17 72.21 72.96
0.265 6.60 17.0 112.20 11.22 72.53
0.184 4.23 28.0 118.36 11.84 76.51

19 | 0.182 4.17 28.0 116.72 11.67 75.45 76.51
0.186 4.29 28.0 120.00 12.00 77.57
0.175 3.96 27.5 109.00 10.90 70.46

20 | 0.188 4.34 27.5 119.47 11.95 77.23 73.76
0.181 4.14 27.5 113.83 11.38 73.58
0.262 6.51 16.5 107.45 10.75 69.46

21 | 0.267 6.66 16.5 109.87 10.99 71.02 70.08
0.263 6.54 16.5 107.93 10.79 69.77
0.137 2.85 37.0 105.46 10.55 68.17

22 | 0.134 2.76 37.0 102.21 10.22 66.07 67.01
0.135 2.79 37.0 103.30 10.33 66.77
0.188 4.34 25.0 108.61 10.86 70.21

23 | 0.195 4.55 25.0 113.74 11.37 73.52 72.73
0.197 4.61 25.0 115.20 11.52 74.47




Continuacién

0.140 2.94 37.0 108.72 10.87 70.27

24 | 0.141 2.97 37.0 109.80 10.98 70.98 70.98
0.142 3.00 37.0 110.88 11.09 71.68
0.286 7.22 17.0 122.66 12.27 79.29

25 | 0.293 7.42 17.0 126.15 12.61 81.54 81.11
0.296 7.51 17.0 127.64 12.76 82.51
0.206 4.87 27.0 131.54 13.15 85.03

26 | 0.215 5.14 27.0 138.65 13.87 89.63 87.92
0.214 5.11 27.0 137.86 13.79 89.12
0.470 12.61 25.0 315.14 10.50 67.90

27 | 0.491 13.22 25.0 330.52 11.02 71.22 69.27
0.475 12.75 25.0 318.80 10.63 68.69
0.196 4.58 27.0 123.63 12.36 79.91

28 | 0.198 4.64 27.0 125.21 12.52 80.94 79.57
0.192 4.46 27.0 120.46 12.05 77.87
0.159 3.49 37.0 129.31 12.93 83.59

29 | 0.151 3.26 37.0 120.64 12.06 77.98 80.32
0.153 3.32 37.0 122.81 12.28 79.38

ANEXO 7. CALCULO DE RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE LA
ETAPA DE OPTIMIZACION — REPETICION 2

Ab mg Volumen . g. proteina Oﬁé%

N° Netf) proteina | recuperado pr(?;[]egl)na /100 g. de Ps. ot g Promedio

/mli (ml) muestra Kjeldahl)

0.263 6.54 175 114.48 11.45 74.00

1 0.261 6.48 175 113.45 11.35 73.34 73.23
0.258 6.40 175 111.91 11.19 72.34
0.184 4.23 26.5 112.02 11.20 72.41

2 0.189 4.37 26.5 115.90 11.59 74.92 73.42
0.185 4.26 26.5 112.80 11.28 72.91
0.141 2.97 37.0 109.80 10.98 70.98

3 0.139 2.91 37.0 107.63 10.76 69.57 70.51
0.141 2.97 37.0 109.80 10.98 70.98
0.186 4.29 26.5 113.57 11.36 73.42

4 0.189 4.37 26.5 115.90 11.59 74.92 73.58
0.184 4.23 26.5 112.02 11.20 72.41




Continuacién

0.130 2.65 37.5 99.20 9.92 64.12

5 0.133 2.73 375 102.49 10.25 66.25 66.02
0.135 2.79 375 104.69 10.47 67.67
0.109 2.03 46.5 94.40 9.44 61.02

6 0.108 2.00 46.5 93.04 9.30 60.14 61.02
0.110 2.06 46.5 95.76 9.58 61.90
0.248 6.10 17.5 106.79 10.68 69.03

7 0.258 6.40 17.5 111.91 11.19 72.34 70.46
0.251 6.19 17.5 108.32 10.83 70.02
0.287 7.24 17.0 123.16 12.32 79.61

8 0.299 7.60 17.0 129.13 12.91 83.47 81.11
0.289 7.30 17.0 124.15 12.42 80.25
0.149 3.20 375 120.07 12.01 77.62

9 0.150 3.23 375 121.17 12.12 78.33 78.56
0.152 3.29 375 123.37 12.34 79.75
0.191 4.43 27.5 121.89 12.19 78.79

10 | 0.188 4.34 27.5 119.47 11.95 77.23 78.27
0.191 4.43 27.5 121.89 12.19 78.79
0.293 7.42 17.0 126.15 12.61 81.54

11 | 0.291 7.36 17.0 125.15 12.51 80.90 81.22
0.292 7.39 17.0 125.65 12.56 81.22
0.198 4.64 26.5 122.89 12.29 79.44

12 | 0.199 4.67 26.5 123.67 12.37 79.94 79.44
0.197 4.61 26.5 122.11 12.21 78.94
0.274 6.86 17.0 116.68 11.67 75.43

13 | 0.276 6.92 17.0 117.68 11.77 76.07 75.43
0.272 6.81 17.0 115.69 11.57 74.78
0.184 4.23 27.5 116.25 11.62 75.14

14 | 0.183 4.20 27.5 115.44 11.54 74.62 74.10
0.179 4.08 27.5 112.22 11.22 72.54
0.151 3.26 37.0 120.64 12.06 77.98

15 | 0.155 3.38 37.0 124.97 12.50 80.78 78.92
0.151 3.26 37.0 120.64 12.06 77.98
0.153 3.32 37.0 122.81 12.28 79.38

16 | 0.155 3.38 37.0 124.97 12.50 80.78 80.08
0.154 3.35 37.0 123.89 12.39 80.08
0.162 3.58 27.0 96.73 9.67 62.53

17 | 0.165 3.67 27.0 99.11 9.91 64.06 63.04
0.162 3.58 27.0 96.73 9.67 62.53
0.270 6.75 17.0 114.69 11.47 74.14

18 | 0.264 6.57 17.0 111.70 11.17 72.21 72.96
0.265 6.60 17.0 112.20 11.22 72.53




Continuacién

0.184 4.23 28.0 118.36 11.84 76.51

19 | 0.182 4.17 28.0 116.72 11.67 75.45 76.51
0.186 4.29 28.0 120.00 12.00 77.57
0.175 3.96 27.5 109.00 10.90 70.46

20 | 0.188 4.34 27.5 119.47 11.95 77.23 73.76
0.181 4.14 27.5 113.83 11.38 73.58
0.262 6.51 16.5 107.45 10.75 69.46

21 | 0.267 6.66 16.5 109.87 10.99 71.02 70.08
0.263 6.54 16.5 107.93 10.79 69.77
0.137 2.85 37.0 105.46 10.55 68.17

22 | 0.134 2.76 37.0 102.21 10.22 66.07 67.01
0.135 2.79 37.0 103.30 10.33 66.77
0.188 4.34 25.0 108.61 10.86 70.21

23 | 0.195 4.55 25.0 113.74 11.37 73.52 72.73
0.197 4.61 25.0 115.20 11.52 74.47
0.140 2.94 37.0 108.72 10.87 70.27

24 | 0.141 2.97 37.0 109.80 10.98 70.98 70.98
0.142 3.00 37.0 110.88 11.09 71.68
0.286 1.22 17.0 122.66 12.27 79.29

25 | 0.293 7.42 17.0 126.15 12.61 81.54 81.11
0.296 7.51 17.0 127.64 12.76 82.51
0.206 4.87 27.0 131.54 13.15 85.03

26 | 0.215 5.14 27.0 138.65 13.87 89.63 87.92
0.214 5.11 27.0 137.86 13.79 89.12
0.470 12.61 25.0 315.14 10.50 67.90

27 | 0.491 13.22 25.0 330.52 11.02 71.22 69.27
0.475 12.75 25.0 318.80 10.63 68.69
0.196 4.58 27.0 123.63 12.36 79.91

28 | 0.198 4.64 27.0 125.21 12.52 80.94 79.57
0.192 4.46 27.0 120.46 12.05 77.87
0.159 3.49 37.0 129.31 12.93 83.59

29 | 0.151 3.26 37.0 120.64 12.06 77.98 80.32
0.153 3.32 37.0 122.81 12.28 79.38






