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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluo el efecto del pH de extraccion y la
relacion solido/solvente sobre el rendimiento de extraccion de proteinas, absorcion
de agua y formacion de espuma de concentrado proteico de frijol fiufia (Phaseolus
vulgaris L.), aprovechando asi el elevado contenido proteico de la leguminosa como
fuente potencial de ingrediente para la industria alimenticia. Se aplicdé la
metodologia de disefio de superficie de respuesta central compuesto rotacional
para obtener el mayor rendimiento y capacidad de absorcion de agua en
concentrado proteico de frijol de fiufia, siendo el modelo cuadratico significativo
(p<0.05) y los coeficientes de determinacion R? y R?-ajustado fueron 0.959 y 0.910
para el concentrado proteico y 0.976 y 0.956 para la absorcion de agua, sin
embargo la formacion de espuma el modelo cuadratico no fue significativo (p>0.05),
ademas, los valores de los coeficientes de determinaciéon R? y R?-ajustado fueron
0.138 y 0.00. ElI mejor tratamiento para rendimiento de extraccién (79.29%) y
absorcién de agua (3.65 g/g), se obtuvieron con pH de 10.91 y la relacion sélido/

solvente de 1/10, cuyo contenido de proteinas fue 81.92%.



ABSTRACT

In the present investigation the effect of extraction pH and the solid/solvent
ratio on the yield of protein extraction, water absorption and foaming of protein
concentrate of fiufia bean (Phaseolus vulgaris L.) was evaluated, taking advantage
of the the protein content of the legume as a potential source of ingredient for the
food industry. The rotational composite response surface design methodology was
applied to obtain the highest yield and water absorption capacity in Nufia bean
protein concentrate, being the quadratic model significant (p <0.05) and the
coefficients of determination R2 and R2 -adjusted were 0.959 and 0.910 for the
protein concentrate and 0.976 and 0.956 for the absorption of water, however the
foam formation of the quadratic model was not significant (p> 0.05), in addition, the
values of the coefficients of determination R2 and R2 -adjusted were 0.138 and
0.00. The best treatment for extraction performance (79.29%) and water absorption
(3.65 g / g), were obtained with pH of 10.91 and the solid / solvent ratio of 1/10,

whose protein content was 81.92%.



l. INTRODUCCION

La industria de procesamiento de alimentos esta haciendo énfasis en la
produccion y utilizacion de proteinas vegetales (leguminosas, cereales,
pseudocereales, algas y hojas) como ingredientes funcionales para mejorar las
propiedades de procesamiento de alimentos y nutricionales en una variedad de
productos formulados, debido al incremento de la demanda proteinica en la dieta.
Son una nueva alternativa en este contexto las proteinas aisladas de los vegetales
en la industria alimenticia, ya que contienen cantidades relativamente altas de lisina
y otros aminodcidos esenciales. Las tecnologias de preparaciéon de materiales
proteicos han sido bastantes estudiadas en el caso de la soya, pero recientemente

es el caso de otras leguminosas (Ventura, 2003).

Ademas de sus propiedades nutricionales, las proteinas poseen
propiedades fisico-quimicas que otorgan unas propiedades funcionales muy
especificas al ser adicionadas a ciertos alimentos. Por esta razén el desarrollo
tecnoldgico de la industria alimenticia ha recurrido en forma habitual a la utilizacion
de productos proteicos con fines funcionales-tecnologicos, encaminado a dotar de
propiedades fisico-quimicas y organolépticas a los alimentos donde son
incorporadas. Se obtienen asi los aislados proteicos, que constituyen un purificado
proteico a partir del alimento. De esta manera, se ha llegado a obtener un
macronutriente purificado con papel nutricional en la alimentacién y funcional en la

elaboracién tecnoldgica de alimentos (Vega, 2015).

Dentro de este contexto, en la busqueda de alimentos ricos en proteinas, el
frijol Aufia representa una alternativa por sus atributos nutritivos. El frijol fiufia
(Phaseolus vulgaris L.) constituye uno de los legados valiosos de la agricultura
andina, teniendo su centro de origen en la sierra del Perd, donde existe gran
diversidad genética como resultado de miles de afios de domesticacién. Esta

leguminosa es muy nutritiva por su alto contenido de proteinas (23%) y es un



importante alimento para las comunidades campesinas de los andes (Alfonzo,
2000).

Sus preparaciones para consumo humano son diversas: granos tostados o
fritos, harinas instantaneas, en mezclas con frutas secas, como manjar, mote,
sopas, etc. Ademas esta leguminosa por su alto valor nutritivo en cuanto al
contenido proteico, tiene muchas posibilidades para la agroindustria como
suplemento alimenticio y amplio potencial para la exportacion ya que en la
actualidad existen muchos problemas de desnutricion y malnutricion, deficiencia
proteica en los alimentos, elevado crecimiento demografico, la escasez y alto costo
de las fuentes proteicas de origen animal. Esta problematica demanda producir
fuentes proteicas de origen vegetal que sean econdmicas y accesibles, una
alternativa es la produccién de aislado proteico (Gamarra y otros, 1997 y Urrutia,
2010).

Segun antecedentes de estudio, se han hecho extracciones de proteinas de
la lenteja, de la soja, del chocho, nuez de marafién, etc., para ser utilizadas como
ingredientes funcionales en diversas formulaciones de alimentos aprovechando sus
propiedades funcionales, éstas extracciones se presentan en concentrados y
aislados proteicos con un alto contenido en proteinas. En el campo tecnoldgico, los
aislados se usan para aclarar el color, mejorar la textura de carne deshuesada de
aves, para unir piezas intactas de musculos, proporcionar textura a las salchichas,
mejoran la funcionalidad de pates y la textura de los productos de panaderia, pastas
e incluso en tecnologia de quesos, asi mismo es un insumo potencial para la

formulacion de alimentos (Urrutia, 2010).

El problema de la presente investigacion fue:

¢, Cual sera el efecto del pH de extraccion (8.50 -10.50) y relacién soélido/solvente

(1/7 — 1/15) sobre el rendimiento de extraccidén de proteinas, absorcion de agua y



formacion de espuma de concentrado proteico de frijol fiufia (Phaseolus vulgaris L.)

utilizando la metodologia de superficie de respuesta?
Los objetivos de la presente investigacion fueron:

Evaluar el efecto del pH de extraccion y relacion solido/solvente sobre el rendimiento
de extraccion de proteinas, absorcion de agua y formacion de espuma utilizando la

metodologia de superficie de respuesta.

Determinar el pH de extraccion y la relacion solido/solvente para mejorar el
rendimiento de extraccién de proteinas, absorcién de agua y formacion de espuma

utilizando la metodologia de superficie de respuesta.



Il. REVISION DE BIBLIOGRAFIA

2.1 Frijol Aufia

La Aufa (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo originario de los Andes
peruanos y tiene importancia en la dieta nutricional del poblador rural andino. Es
una planta trepadora, cuya existencia data de hace unos 11,000 afios segun
muestras halladas en la Cueva de Guitarrero, Yungay, Ancash (National Academy
Press, Estados Unidos, 1990 citado por Camarena, 2006).

Actualmente, esta leguminosa crece en casi todos los valles interandinos,
aunque principalmente en los departamentos de Cajamarca, La Libertad, Ancash,
Huanuco, Ayacucho y Cuzco. Su principal utilidad reside en los granos que son muy
similares a los del frijol comuan, pero difieren en la variedad de colores y jaspeados.
Ademas, tiene la propiedad de reventar y aumentar al ser tostados solo o con aceite,
para consumo como cancha, bocadito o harina y derivados, por lo que sus
posibilidades de uso culinario e industrial son altas. Aunque su principal papel es
alimentario, la planta de la fiufia es también utilizable como mejorador nutricional de
los suelos, dado que como toda leguminosa capta el nitrdgeno del aire, para fijarlo

en sus raices (Camarena, 2006).

Cientificamente catalogada como Phaseolus vulgaris L., la fiufia comparte
este nombre comun segun etnias y lugares con otros nombres eufonicos: numia,
nambia, nudia, kopuro, pushpu, poroto, frijol de tostar, frijol reventén, chuvi, purutu,

porotillo (Camarena, 2006).

Brack (1999) manifiesta que la fiufia de los Andes Peruanos es una forma
primitiva, con muchas variedades locales reconocidas por los productores, como
son:

o Nufia pava o coneja: gris con pintas blancas, muy apreciada en Cajamarca.

o Nufia mani: ligeramente roja.



° Nufia azul: de color azul oscuro.

°
2

ufia ploma: de color plomo.

°
2

uiia huevo de paloma: muy apreciada en Cajabamba, Cajamarca.
o Nufa parcollana: de color rojo y blanco.

o Nufia poroto de Puno: variedad existente en algunos valles de Puno.

En cuanto a su cultivo, se realiza igual que el frijol, generalmente junto con
el maiz. El fruto es una legumbre recta de color verde y uniforme con jaspes
morados, pueden ser grandes o pequefios fluctuando su tamafio entre 8 y 12 cm de
largo, conteniendo de 4 a 8 semillas por vaina. Existe una gran diversidad de
semillas tanto en forma, color y tamafio, pudiendo ser clasificadas en base a su
forma en:

o Ssp. Sphaericas, son semillas aproximadamente esféricas y son las mas
abundantes.
o Ssp. Ellipticus Mart, cuya longitud de semilla es una vez y media mayor que
la anchura; y
o Ssp. Oblogus savi, cuya semilla es muy alargada siendo la forma que menos

abunda resultando asi casi rara.

Los problemas principales de este tipo de frijol son su susceptibilidad a las
enfermedades foliares como antracnosis, su largo ciclo vegetativo de 8 a 10 meses,
es susceptible a las heladas y no soporta las sequias, tiene un hébito de crecimiento
agresivo. El rendimiento de este cultivo es aproximadamente 800 kg/ha, pero se

tiene reportado rendimientos de méas de 1300 kg/ha (Gamarra y otros, 1997).

Este tipo de frejol, se consume mayormente tostado o frito teniendo la
propiedad de reventar, pues la testa en contacto con el calor se rompe y deja visibles
los cotiledones, resulta asi un plato exquisito rico en proteinas, como lo demuestra

en el cuadro 1, la composicion quimica del frijol fiufia.



Cuadro 1. Composicion quimica del frijol fiufia

Factor Crudo Tostado Harina
Humedad (%) 12.5 9.0 10.0
Proteinas (%) 20.0 20.8 20.5
Carbohidratos (%) 62.1 N.D N.D
Fibra (%) 4.4 N.D N.D
Cenizas (%) 3.5 N.D N.D

N.D: No determinado
Fuente: Camarena (2006)

2.2 Generalidades de las proteinas

Las proteinas son biomoléculas formadas basicamente por carbono,
hidrogeno, oxigeno y nitrégeno. Pueden ademas contener azufre y en algunos tipos
de proteinas, fosforo, hierro, magnesio y cobre entre otros elementos. Estan
formadas por aminoacidos unidos mediante puente peptidicos. A nivel elemental,
las proteinas estan compuestas por 50-55% de carbono, 6-7% de hidrogeno, 20-23
de oxigeno, 12-19% de nitrégeno y 0.2-3% de azufre (Fennema, 2000).

Las proteinas son moléculas complejas (agregaciones de aminoacidos).
Los 20 aminoacidos difieren considerablemente en sus propiedades fisicoquimicas
asi como en su polaridad, acidez, basicidad, aromaticidad, volumen, flexibilidad
conformacional, en su habilidad para formar puentes de hidrogeno y reactividad

guimica (Simbafia, 2011).

Los aminoacidos son las unidades basicas que forman las proteinas. Su
denominacion responde a la composicién quimica general que presentan, en la que
un grupo amino (-NH2) y otro carboxilo o &cido (-COOH) se unen a un carbono. Las

otras dos valencias de ese carbono quedan saturadas con un atomo de hidrogeno



(-H) y con un grupo quimico variable al que generalmente se denomina radical (-R),
el cual esta disponible para que pueda unirse otro elemento o grupo quimico (Badui,
1990).

Las proteinas de reserva de los granos y semillas representan un potencial
interesante para valorizar por su diversidad y su diferencia a nivel de las
propiedades fisicoquimicas y de la composicion en aminoacidos. Semillas
leguminosas, principalmente de soja, se utilizan como materias primas para la
produccion de concentrados de proteinas y aislados. Estos productos estan jugando
un papel importante en la nutricibn humana y como ingredientes funcionales para
mejorar las propiedades de procesamiento de alimentos. Proteinas de leguminosas
son ricas en albuminas, glutelina y globulinas y generalmente tienen puntos
isoeléctricos de 4.2 a 4.4. Estas fracciones de proteinas son ricas en lisina y otros
aminoacidos esenciales, pero generalmente bajo en aminoacidos que contienen
azufre (Ventura, 2003). El frejol (poroto) contiene las proteinas Vicina y Faseolina,
ambas son globulinas, ademés, contiene una albumina conocida como Fasina, que

corresponde a una hemoaglutinina (Robinson, 1991).

Sus propiedades funcionales se clasifican segun la naturaleza de las
interacciones, pero con frecuencia varios tipos de reacciones son responsables de

un solo tipo de estructura (Sosa, 2000).

Las propiedades funcionales se definen como cualquier propiedad
fisicoquimica de los polimeros que afecta y modifica alguna caracteristica de un
alimento y que contribuye a la calidad final del producto, lo cual determinara su
campo de aplicacién en la industria de alimentos. Asi tenemos la absorcion de agua
y grasa, gelificacién, emulsificacion, solubilidad, etc. (Gonzalez-Quijada y otros,
2003).

La solubilidad de una proteina esta influenciada por los siguientes factores:

Su composicién en aminoacidos (una proteina rica en aminoacidos polares es en



general mas soluble que una rica en aminoacidos hidrofdbicos); su estructura
tridimensional (las proteinas fibrosas son en general menos solubles que las
globulares) y el entorno de la propia proteina. Los principales factores ambientales
que influyen en la solubilidad de una proteina son los siguientes: la temperatura; la
constante dieléctrica del medio, el pH del mismo, tipo de disolvente y la fuerza idnica
(Fennema, 2000 y Sosa, 2000).

Las pruebas més utilizadas para determinar el grado de solubilidad proteica
son la proporcién de solubilidad de nitrogeno (NSI) y el perfil de solubilidad en
funcién del pH, de la fuerza i6nica o de un tratamiento térmico. Los datos sobre las
caracteristicas de solubilidad son muy utiles para determinar las condiciones
Optimas de extraccion y purificacion de la proteina, asi como para la separacién de

las fracciones proteicas (Fennema, 2000).

2.3 Productos de las proteinas

Los productos que se conocen de la extraccién de proteinas son los

concentrados proteicos y los aislados, los que se describen a continuacion:

2.3.1. Concentrados proteicos

El proceso de fabricacién de los concentrados proteicos, persigue reducir o
eliminar factores antinutritivos presentes en las leguminosas, en especial los
oligosacaridos (rafinosa y estaquiosa). Los concentrados de proteinas se obtienen
mediante procesos basados en la extraccién o fermentacién. La extraccion de la
proteina se realiza con agua y etanol, reduciéndose su contenido en oligosacaridos
(rafinosa 0.5%, estaquiosa 0.7%) y otros factores antinutritivos, por lo que aumenta
el contenido proteico y energético. En funcién del proceso utilizado, el contenido de
proteinas del producto final alcanza un 70-85% de concentrado de proteinas por
extraccion y un 52-55% (caso de los concentrados por fermentacion) (Urrutia, 2010

y Girén-Calle y otros, 2005).



2.3.2. Aislados proteicos

Los aislados proteicos son la forma comercial mas purificada de proteinas,
puesto que contienen 90% o mas de este nutriente. Los de leguminosas se obtienen
al eliminar los polisacaridos, oligosacaridos y otros componentes indeseables de las
semillas de estos vegetales.

El proceso de aislamiento se basa en las diferencias de solubilidades y en
el punto isoeléctrico de las distintas fracciones proteicas que componen a la semilla.
Para la obtencién de los aislados se parte de harinas desgrasadas que hayan
recibido un tratamiento térmico minimo. Aislados y concentrados proteicos
provenientes de fuentes vegetales juegan un papel importante en muchas
formulaciones de nuevos productos alimenticios. La aceptabilidad de tales
preparaciones proteicas depende de su calidad sensorial, valor nutricional y de sus
propiedades funcionales, todas las cuales son afectadas por el método de obtencién
(Gonzéales-Quijada y otros, 2003).

2.4 Métodos de obtencion de concentrado proteico

Segun niveles crecientes de pureza se distinguen harinas con contenidos
de proteinas menores a 70%, concentrados con 70% a 85% y aislados con
porcentajes mayores a 90%, esta distincion involucra diferencias de orden
tecnoldégico. Los procedimientos de separacion basados en diferencia de
solubilidad, las proteinas en disoluciéon, muestran cambios significativos de su
solubilidad en funcién del pH, fuerza idnica, propiedades dieléctricas del disolvente
y la temperatura. 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 composicion en aminoacidos
caracteristica que determina su comportamiento como electrolito y propiedades
(Urrutia, 2010). En el caso de los concentrados estos se pueden obtener por los

siguientes métodos:
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2.4.1. Obtencion de concentrados con extraccion a pH alcalino y precipitacion
isoeléctrica

Este método consiste en el uso de una base para solubilizar las proteinas,
comunmente se utiliza hidroxido de sodio (NaOH) para la extraccion alcalina, luego
se procede a la precipitacion isoeléctrica (solubilidad minima de las proteinas a pH
alrededor de 4.5). El procedimiento consiste en mezclar harina con agua destilada
en relacion 1/10, ajustando el pH con NaOH 0.1N a 9.0. La extraccion se realiza
agitando la suspensién por 45 min a temperatura ambiente. Para separar la proteina
del residuo, el extracto se centrifuga a 10000 rpm. La precipitacion de las proteinas
aisladas se realiza ajustando el pH con HCI 0.1N. El aislado proteico precipitado se
recupera por centrifugacion a 10 000 rpm (30min, 4 °C), posteriormente se procede
a lavar dos veces con agua destilada (Urrutia, 2010).

2.4.2. Solubilizacion y precipitacion por salado de proteina

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
capacidades de las sales neutras que influyen en la solubilidad de las proteinas
dependen de la concentracién y las cargas eléctricas existentes en los cationes y
aniones presentes en la sal. Por otra parte, a medida que aumenta la fuerza idnica,
la solubilidad de una proteina comienza a disminuir, a una fuerza idnica
suficientemente elevada, una proteina puede ser casi completamente precipitada

de su disolucion efecto llamado insolubilizacion por salado (Nelson y Cox, 2001).

2.4.3. Extraccion con cloruro de sodio y precipitacién por micelizacién

En este método se utiliza una sal para la solubilizacion proteica, utilizando
solucion de NaCl 0.8M a pH 7, en una proporcion harina: solvente de 1/10. Después
de la extraccion, la suspension se centrifuga a 10000 rpm durante 30 min. Para
lograr la micelizacion de las proteinas el extracto proteinico se diluye con agua
destilada fria (4 °C) y posteriormente se precipita a pH 4.5, luego se procede a lavar

dos veces con agua destilada (Urrutia, 2010).
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2.5 Aplicaciones de concentrados y aislados proteicos

Aislados y concentrados proteicos, provenientes de fuentes vegetales
juegan un papel importante en muchas formulaciones de nuevos productos
alimenticios. La aceptabilidad de tales preparaciones proteicas depende de su
calidad sensorial, valor nutricional y de sus propiedades funcionales, todas las

cuales son afectadas por el método de obtencién (Gonzalez-Quijada y otros, 2003).

Actualmente, los aislados proteicos més extendidos son los de soja, ya que
ofrecen ventajas economicas, nutricionales y funcionales manteniendo las
cualidades sensoriales deseables necesarias para la aceptacién por el consumidor.
La mejora de la nutricién es la razén primera para el uso de los aislados en carnes
magras, férmulas infantiles, bebidas nutritivas para adultos y suplementos proteicos.
Asi, en productos de carne magra proporcionan beneficios a personas con un alto
nivel de colesterol y triglicéridos en sangre, ya que, ademas de disminuir el
contenido en grasas del producto, las proteinas vegetales tienen efectos
beneficiosos en la reduccion de los niveles de colesterol. Las formulas infantiles
basadas en los aislados se elaboran para proporcionar una nutricion completa y las
calorias especificadas a los nifios alérgicos o que no pueden tomar leche de vaca,

asi como al resto de los nifios (Urrutia, 2010).

La disponibilidad en grandes cantidades de fuentes proteicas vegetales
como la harina desengrasada de oleaginosas, junto con la tendencia a reducir la
ingesta de proteinas animales, hace que en los Ultimos afios se esté produciendo
un gran desarrollo en los procesos de extraccién y mejora de estas proteinas
vegetales para su uso en alimentacion humana (Urrutia, 2010).

2.6 Optimizacion por disefios experimentales

Los procedimientos experimentales clasicos para el mejoramiento de un
proceso y/o producto prueban una variable a la vez modificando cada una de ellas,
hasta tener el mejor producto medido por una variable control. Estos métodos son
ineficientes porque requieren de un gran nimero de experimentos, lo que puede ser
costoso y consumir mucho tiempo. La Metodologia de la Superficie de Respuesta

es mas eficiente que estas metodologias clasicas para la optimizacion del proceso
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0 producto, minimizando costos y tiempos, maximizando rendimientos,

productividad y calidad de productos (Pinto y Lescano, 2002 y Mantilla, 2014).

La optimizacién de un proceso por medio de disefios experimentales
requiere del uso de una metodologia adecuada que nos lleve por el camino seguro
y rapido para encontrar los valores optimos de un proceso bajo estudio (Mantilla,
2014).

Un disefio experimental para ajustar un modelo de segundo orden debe
tener tres niveles de cada factor (-1, 0,+1). Asi como en el disefio de primer orden
se desea la ortogonalidad, en éste se desea que sea un disefio rotable. Se dice que
un disefio es rotable cuando la varianza de la respuesta predicha en algun punto es
funcién sélo de la distancia del punto al centro y no es una funcion de la direccion
(Ninaquispe, 2010).

La rotabilidad es una propiedad importante, dado que la finalidad de la
Metodologia de Superficie de Respuesta es optimizar, desconociéndose la
localizacion del 6ptimo, asi tiene sentido utilizar un disefio que proporcione

estimaciones precisas en todas direcciones (Mantilla, 2014).

Dentro de los disefios rotables de segundo orden se incluyen los Disefos
Central Compuesto.

2.6.1. Superficie de respuesta

La superficie de respuesta se define como la representacion geométrica de
la funcion objetivo (relacién entre la variable dependiente y las independientes
consideradas en la investigacién) o mas propiamente dicho del modelo matemético
obtenido. Debe distinguirse claramente una superficie respuesta estimada de una
superficie real. Una superficie respuesta estimada, es la representacion geométrica

del modelo matematico obtenido (Mantilla, 2014).

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) es un conjunto de
técnicas matematicas y estadisticas para modelar y analizar problemas en los que

una variable de interés es influenciada por otras. El objetivo es optimizar la variable
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de interés. Esto se logra al determinar las condiciones Optimas de operacion del
sistema (Mantilla, 2014).

Jarpa-Parra y otros (2014) aplicaron la metodologia MSR para optimizar la
extraccion alcalina de proteina a partir de harina de lentejas y para maximizar tanto

el contenido de proteina como el rendimiento.

Tan y otros (2014) realizaron un estudio comparativo de las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales de aislado de proteina de frijol pinto (PBPI) contra el
aislado de proteina de soja (SPI) después de la optimizacidn de la extraccion, en la

cual se uso el método de superficie de respuesta.

2.6.2. Disefio compuesto central

Los diseflos centrales compuestos son un diseiio factorial o factorial
fraccionado con puntos centrales, ampliado con un grupo de puntos axiales
(también denominados puntos de estrella) que permiten estimar la curvatura. Puede
utilizar un disefio central compuesto para estimar eficientemente los términos de
primer orden y segundo orden y modelar una variable de respuesta con curvatura
al agregar puntos centrales y axiales a un disefo factorial previamente ejecutado.
Otra propiedad util del disefio es que puede “crecer” a partir de un disefio 2k de
primer orden, agregando puntos axiales y quiza algunos puntos centrales. Con la
eleccion del nimero de puntos centrales (n), el disefio puede hacerse ortogonal o
se puede transformar en uno de precision uniforme (Mantilla, 2014).

2.6.3. Ventajas de la optimizacién de procesos

Las ventajas para la utilizacion de la optimizacién de procesos es que se
utilizan operaciones matematicas relativamente simples de 1° y 2° grado, es posible
detectar el error experimental y evaluarlo, y se necesitan poco conocimiento de la
estadistica (Mantilla, 2014).



Il. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

Las pruebas experimentales y los analisis se realizaron en el Laboratorio de
Ciencias de los Alimentos de la Escuela Profesional de Ingenieria en Industrias
Alimentarias de la Universidad Privada Antenor Orrego.

3.2 Materiales

3.2.1 Materia prima

e Frijol Aufia (Phaseolus vulgaris L.) variedad Pava procedente de la region

de Cajamarca.

e Agua destilada.

3.2.2 Equipos e instrumentos

e Balanza electréonica. Marca Sartorius, Type 2403. Rango (0-2300 g;
sensibilidad 0.1 mg).

e Balanza Analitica. Marca Mettler Toledo (capacidad de 210 g; sensibilidad
0.0001 g).

e Centrifuga. Marca Sartorius, Type 2403. Rango (0-2300 g)

e Estufa. Marca Memmert. Modelo UF 30 (temperatura 0-300 °C)

e Licuadora Osterizer 3 velocidades. Marca OSTER.

¢ Refrigeradora automética. Marca Bosch.

e Agitador magnético. Marca Boeco.

e Equipo digestor de proteina, Manta calefactora P. Selecta - Kjeldahl.
Modelo "UNIPLAC 6002316".

e pH-metro. Marca Boeco Germany. Rango 1 a 14 (sensibilidad 0.01)

e Horno de Mufla, marca Barnstead - modelo "FB1410M-23".

e Equipo destilador de proteinas pyrex wertheim 29/32.



15

e Tamiz Tyler (#40, #60 y #80).

e TermOmetro. Marca Boeco Germany. Rango -10 a 200 °C, sensibilidad 1
°C.

e Estufa. Marca Mermmet. Modelo UF 30 (temperatura 0 — 300 °C)

3.2.3 Material de vidrio

e Vasos de precipitacion (50, 250 y 500 mL)

e Probeta. Marca LMS, de 50, 100, 250 y 1000 mL, calibrado de 2 a 8 °C.

e Pipeta. Marca DIN, de 1, 2,5y 10 mL, calibrado a 20 °C (sensibilidad 0.05).
e Tubos de ensayo de 5y 10 mL

e Luna de reloj

e Placas Petri

e Crisol

3.2.4 Reactivos

e Acido fosférico (HsPOa4) al 10%.

e Sulfato cuprico pentahidratado (CuS0O4.5H20).
e Sulfato de potasio (K2S0Oa4).

¢ Solucion de 4cido sulfdrico 0.1 N.

e Solucion acido clorhidrico 0.1 N.

e Solucioén hidréoxido de sodio 1 N.

3.3 Esguema experimental

El esquema experimental para la obtencion de proteinas de fiufia tiene como
variables independientes al pH de extraccion y la relacion solido/solvente, y como
variables dependientes al rendimiento de extraccién de proteinas, absorcion de

agua y formacién de espuma.

En la Figura 1, se presenta el esquema experimental para la obtencion de

concentrado proteico de fiufia en funcion de pH de extraccion y relaciéon
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sélido/solvente. Los valores de referencia para construir el disefio, fueron tres pH
de extraccion (8.50, 9.50 y 10.50) y tres relaciones de sdlido/solvente (1/7, 1/10 y
1/15).

En el Cuadro 2, se presenta el disefio de superficie de respuesta central
compuesto rotacional para variables independientes (pH de extraccion y relacién

sélido/solvente), variables codificadas con 4 repeticiones.

Cuadro 2. Disefio de superficie de respuesta central compuesto rotacional para

extraccion de proteinas de frijol Aufa.

pH extraccién Sdlido/ solvente  pH extraccion  Soélido/ solvente

-1.00 -1.00 8.50 1/15
1.00 -1.00 10.50 1/15
-1.00 1.00 8.50 1/7
1.00 1.00 10.50 1/7
-1.41 0.00 8.09 1/10
1.41 0.00 10.91 1/10
0.00 -1.41 9.50 1/20
0.00 141 9.50 1/6
0.00 0.00 9.50 1/10
0.00 0.00 9.50 1/10
0.00 0.00 9.50 1/10

0.00 0.00 9.50 1/10
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Harina de fiuna { % proteinas

v v v \ 4 v v v

l Rendimiento de
Concentrado proteico extraccién de proteinas
de frijol Nufia Absorcion de agua

Formacién de espuma

De los tratamientos:

T1: 8.50 pH y 1/15 relacién solido/solvente g/mL.
T2:10.50 pH y 1/15 relacion sélido/solvente g/mL
T3: 8.50 pH y 1/7 relacion sélido/solvente g/mL
T4:10.50 pH y 1/7 relacién sélido/solvente g/mL
T5: 8.09 pH y 1/10 relacién solido/solvente g/mL
T6: 10.91 pH y 1/10 relacion sélido/solvente g/mL
T7:9.50 pH y 1/20 relacion sélido/solvente g/mL
T8: 9.50 pH y 1/6 relacion solido/solvente g/mL
T9: 9.50 pH y 1/10 relacién solido/solvente g/mL
T10: 9.50 pH y 1/10 relacion sélido/solvente g/mL
T11: 9.50 pH y 1/10 relacion sélido/solvente g/mL
T12: 9.50 pH y 1/10 relacion solido/solvente g/mL

Figura 1. Esquema experimental para la obtencién de concentrado proteico
de fiufia en funcibn de los pH de extraccion y relacién

solido/solvente.
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3.4 Elaboracion de harina del frijol fiufia (Phaseolus vulgaris L.)

En la Figura 2, se muestra el diagrama de flujo del proceso para la

elaboraciéon de harina de fiufia.

Granos de fufa

Limpieza
\ 4
agua ——» Remojo ——» cascara
Descascarado
A 4
Secado 32°C
A\ 4
Molienda
A 4
Tamizado Malla Tyler #40, 60 y 80

l

Harina de Auia

Figura 2. Diagrama de flujo para la obtencion de la harina de frijol fiufia
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Descripcion del diagrama de flujo

3.5

Limpieza. La limpieza de los granos se realiz6 manualmente retirando todo

material extrafio, granos pequefios o rotos.

Remojo. La operacion se realizdé con agua potable, en un tiempo de 10 min y
una relacion de 1/3 de (pp/vv), con la finalidad de ablandar la estructura del

grano.

Descascarado. Se realiz6 de forma manual con la finalidad de eliminar la

cascara de los granos, las cuales se ablandan con el remojo.

Secado. Se realiz6 el secado en estufa a 32 °C por 12 h.

Molienda. Posteriormente se procedié a moler los granos en molino manual,
obteniendo harina de particulas pequefias, cuya finalidad es facilitar el proceso
de extraccidén proteica y separacion de componentes no proteicos, por tanto

incrementar el contenido de proteinas.

Tamizado. Los granos molidos luego pasaron por mallas numero 40, 60 y 80
Tyler. La harina obtenida se almacend en bolsas de polietileno de baja densidad

(12 x 18 cm) para su conservacion.

Obtencidn de concentrado proteico a partir del frijol Aiufia (Phaseolus

vulgaris L.)

En la Figura 3, se muestra el diagrama de flujo del proceso de obtencion de

concentrado proteico de fiufia, se utilizaron 50 g de harina de frijol Aufia por cada

tratamiento.
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Harina de frijol de fiufia

l

Extraccién alcalina

l

Centrifugacion 1 —| Lavado de residuo —>Residuo sélido

NaOH ——

»)
l

! Extracto liquido

HCl ————» Precipitacion pH

l

Refrigeracion

I
N

\ 4
Centrifugacion 2 —> Agua

Precipitado

proteico

Lavado y Centrifugado
3

!

Secado en estufa

A
Envasado

Figura 3. Diagrama de flujo de obtencién de concentrado proteico de frijol
fufa.

Fuente: Jarpa-Parra y otros (2014) y Vega (2015)
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Descripcion del diagrama de flujo

e Extraccion alcalina. La extraccion de las proteinas de la harina de frijol fiufia
se llevo a cabo por tratamiento de la harina a pH alcalino. Los factores relacion
sélido/solvente, pH de extraccion, se trabajaron segun el disefio indicado en el
cuadro 2. Se agito la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente.

e Centrifugacién 1. Los residuos insolubles (polisacaridos basicamente) se
separaron del extracto liquido por centrifugacion a 9000 rpm por 20 min a 20 °C.

Se recogio el extracto liquido.

e Lavado de residuo solido. Al residuo solido se le afiadio agua destilada en una
relacion solido/agua de 1/5(v/v), se ajusto a los pHs presentes en el Cuadro 3,
se aplicé dos lavados de 10 min. Finalmente se recogio toda la porcion liquida y

se elimind el residuo soélido.

e Precipitacion. El extracto liquido con la proteina en suspension se ajusté a pH
4 con HCI 1N.

e Refrigeracidén. Seguidamente la proteina en suspension se almacend en

refrigeracion en suspension por 15 min.

e Centrifugacion 2. Se procedio a centrifugar el extracto a 9000 rpm por 20 min

a 10 °C. Se recogi6 el precipitado proteico.

e Lavado y Centrifugado 3. Se procedi6 a lavar el precipitado proteico por una
vez con agua destilada en relaciéon 1/5 (v/v) y se centrifugd a 9000 rpm por 20
min a 10 °C.

e Secado en estufa. Una vez recogido el precipitado proteico, se procedio a secar

en la estufa a una temperatura de 33 °C por 14 h.

e Envasado. Se pesoO las muestras y se guardd en bolsas de polietileno en

refrigeracion a 4 °C.
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3.6 Analisis fisicoquimicos

3.6.1. Determinacion de proteinas del frijol fiufia
La metodologia que se emple6 fue el método 960.52- Micro- Kjeldahl
(N x 5.7) (AOAC, 1990).

Procedimiento

e Se peso6 0.2 - 0.3g de muestra y se coloco en el balon de digestion.

e Se agreg6 1.5 g de catalizador (CuSO4.5H20) para acelerar la reaccion y
3.5 mL de H2SO4 concentrado.

e Se coloco el balén en la cocina de digestion, iniciando a temperatura baja
por 5 min.

e Se aumentd a la maxima temperatura hasta que el color del contenido del
balén sea verde cristalino transparente. La digestion se realiz6 hasta que
el contenido del balén se torned cristalino.

e Se dej6 enfriar las muestras digeridas evitando la contaminacion.

e Se diluy6 las muestras digeridas con agua destilada (30mL) y se colocé en
el equipo de destilacion.

e Se coloco en un Erlenmeyer conteniendo 50 ml de mezcla de &cido bdérico
con indicador de pH en la salida del destilador para recibir el destilado.

e Se agreg6 40mL de hidroxido de sodio al 40% sobre la muestra digerida y
diluida, éste se agregd cuando la muestra empezd a hervir por un tiempo
de 30min. Para verificar el pase de todo el nitrégeno se realizé la prueba
de papel de tornasol, seguidamente, se destildé por 5 min. mas después del
viraje de color.

e Finalmente se titul6 con HCI 0.1N y se anoto el gasto.

e El porcentaje de proteina se calculé por la férmula que se muestra (se

considerd 5.71 como factor de conversién de nitrdgeno a proteina).



3.6.2.
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G xNx14 xfx100
%P =

m

Donde:

%P: Porcentaje de proteina

G: Gasto en la muestra analizada (mL)
f: Factor de conversion (5.71)

N: Normalidad del hidroxido de titulacion

m: Muestra (mg)

Rendimiento de extraccidon de proteina del concentrado proteico

El rendimiento de extraccion se determiné mediante la siguiente férmula

(Vega, 2015):

3.6.3.

Ap (9) x Pa (%)
Rendimiento (%) = X 100
N (g) x Pfi (%)

Donde:

Ap: Concentrado proteico obtenido (g)

Pa: Proteina del aislado proteico obtenido (%)
N: Peso de la harina de fiufia (g)

Pi: Porcentaje de la proteina de fiufia en la harina (%)

Capacidad de absorcién de agua del concentrado proteico

La capacidad para absorber agua es considerada una propiedad funcional

de las proteinas, fundamental en alimentos viscosos tales como sopas, salsas,

masas Yy alimentos horneados, productos donde se requiere una buena interaccion

proteina agua. Método de centrifugacion de Janicki y Walczac (1954) citado por

Fleming (1974). El método consistié en preparar una dispersion al 10% (en base

seca) en agua y centrifugando a 2500 rpm por 15 minutos. Se midi6é el volumen de
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agua suelta, entonces la retencion de agua se traduce como agua absorbida (g de

agua absorbida/g. de concentrado proteico).

Peso agua absorbida (g)
Absorcion de agua (%) = x 100
Peso muestra seca (Q)

3.6.4. Capacidad de formacion de espuma del concentrado proteico

La capacidad de formacion de espuma, se relaciona con el aumento en la
carga neta de las proteinas lo cual debilita las interacciones hidrofébicas e
incrementa la flexibilidad de las proteinas, esto conduce que estas se difundan mas
rapido que la interfase agua-aire y encapsule el aire aumentando la capacidad
espumante (Vega, 2015). Wu y otros (2009) citado por Vega (2015), recomiendan
que la estabilidad de espuma deben ser las adecuadas (entre 50 y 70%)
dependiendo del producto para los sistemas alimentarios que requieren espuma

como tortas y el helado.

El procedimiento consistio en pesar 6 g de muestra en un recipiente con 200
mL de agua destilada; en seguida, se procedi6 a agitarlo con una batidora velocidad
2 por 6 min, se registraron datos antes y después del batido. El porcentaje del
volumen debido al batido se calcul6 por la formula que se muestra. Luego de medir
el volumen total del batido, se tomd nota del volumen inicial (representa el 100%)
de la espuma y se midi6 la disminucion del volumen que representa la estabilidad

de espuma a los tiempos de 1, 10, 20 y 60 min (Lin y otros, 1974).

VDB - VAB
Incremento Vol. (%) =— x 100
VAB
Donde:

VDB: Volumen después del batido

VAB: Volumen antes del batido



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto del pH de extraccion y relacién solido/solvente sobre el contenido

de proteinas del concentrado proteico de fiufia

En el Anexo 1, se presenta los resultados experimentales del efecto de pH
de extraccion y la relacion solido/solvente sobre el contenido de proteinas del

concentrado proteico, rendimiento y absorcion de agua de frijol fiufia.

En el Cuadro 3, se presenta los resultados experimentales del efecto de pH
de extraccion y la relacion sélido/solvente sobre el contenido de proteinas del

concentrado proteico de fiufia.

Cuadro 3. Resultados experimentales del efecto de pH de extraccion vy la
relacion sdlido/solvente sobre el contenido de proteinas del

concentrado proteico de fiufia

Variable independiente Variable dependiente
pH extraccion Solido/ solvente  Contenido de proteinas (%)
8.5 1/15 66.69
10.5 1/15 79.17
8.5 1/7 69.17
10.5 1/7 76.24
8.09 1/10 68.93
10.91 1/10 81.92
9.5 1/20 76.22
9.5 1/6 72.2
9.5 1/10 70.5
9.5 1/10 70.35
9.5 1/10 70.01

El menor contenido de proteinas del concentrado proteico (66.69%) se
obtuvo con pH 8.50 y relacién solido/solvente de 1/15 y el mayor contenido de
proteinas del concentrado proteico (81.92%) se obtuvo con pH 10.91 y relacion

sélido/solvente de 1/10.
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En el Cuadro 4, se presenta el andlisis de varianza del contenido de
proteinas del concentrado proteico de fiufia en funcion al pH de extraccion y relacion
solido/solvente, donde se observa que el modelo cuadratico fue significativo
(p<0.05), el efecto lineal de pH de extraccion, efectos cuadréaticos de pH y relacion
solido/solvente fueron significativos, ademas, los valores de los coeficientes de
determinacién R? Y R? ajustado fueron 0.959 y 0.910 respectivamente (superiores
al 0.85y 0.75).

Cuadro 4. Analisis de varianza del contenido de proteinas del concentrado proteico

de fiufia en funcién al pH de extraccion y relacion sélido/solvente

Fue_ntq ,de Suma de Gr_ados de Cuadrgdos = 0

variacion cuadrados libertad medios
Model 227.14 5 45.427 23.217 0.001
A-pH extraccion 179.75 1 179.747 91.866 0
S(;lsv‘;'r'gg/ 4.7 1 4.705 2405 0172
AB 7.32 1 7.317 3.74 0.101
A? 27.86 1 27.856 14.237 0.009
B2 13.99 1 13.995 7.153 0.037
Residual 11.74 6 1.957
Lack of Fit 11.6 3 3.867 82.811 0.002
Pure Error 0.14 3 0.047
Cor Total 238.88 11

R? 0.959 R2-ajustado 0.91

En el Cuadro 5, se presenta los coeficientes estimados del contenido de
proteinas del concentrado proteico de fiufia en funcion al pH de extraccion y relacién
sélido/solvente, donde se observa que fueron significativos (p<0.05) el intercepto,
pH de extraccion lineal, pH de extraccion cuadratico y relacion solido/solvente
cuadrético.
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Cuadro 5. Coeficientes estimados del contenido de proteinas del
concentrado proteico de fiufia en funcion al pH de extraccion y

relacion solido/solvente

VIF
= Coeficiente (factor
actor . ) : : .
estimado inflacionario
de varianza)
Intercepto 191.399 0.009
A-pH extraccion -31.157 0.021 1.00
B-Sdlido/solvente 102.825 0.600 1.00
AB -35.659 0.099 1.00
A? 2.086 0.007 1.04
B2 1027.930 0.026 1.04

A partir de estos coeficientes se obtuvo la siguiente ecuacion:

Contenido de proteinas(%)=191.464 — 31.179 * pH + 102.825 sélido/solvente
-35.659 * pH * sélido/solvente + 2.086 * pH? +
1027.930 * sélido/solvente?

En el Cuadro 6, se presenta los valores observados y predichos para el
contenido de proteinas del concentrado proteico de fAiufia en funcién al pH de
extraccion y relacion solido/solvente, donde se observa que el coeficiente de
variacion fue menor al 10% lo que indica una cercania entre los valores observados
y predichos (buena estimacion del modelo cuadratico) (Firatligil-Durmus y Evranuz,
2010).
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Cuadro 6. Valores observados y predichos para el contenido de proteinas del
concentrado proteico de fiufia en funcién al pH de extraccion y la relacion

solido/solvente

Contenido de proteinas (%)

pH extraceion ot _ _ —

Observados Predichos Residual Variacion
8.50 1/15 66.69 68.49 -1.80 2.70
10.50 1/15 79.17 80.68 -1.51 1.90
8.50 1/7 69.17 69.66 -0.49 0.71
10.50 1/7 76.24 76.44 -0.20 0.26
8.09 1/10 68.93 67.72 1.21 1.75
10.91 1/10 81.92 81.13 0.79 0.97
9.50 1/20 76.22 74.29 1.93 2.53
9.50 1/6 72.20 72.13 0.07 0.10
9.50 1/10 70.50 70.25 0.25 0.35
9.50 1/10 70.35 70.25 0.10 0.14
9.50 1/10 70.01 70.25 -0.24 0.35
9.50 1/10 70.15 70.25 -0.10 0.15

En la Figura 4, se presenta la superficie de respuesta y de contornos para
el contenido de proteinas del concentrado proteico de fiufia en funcion del pH de
extraccidn y relaciéon solido/solvente, donde se observa que a mayor pH en el rango
de 10.21 a 10.92 y a menor relacién sélido/solvente en el rango de 1/13 a 1/20 se
obtuvo los valores mas altos de contenido de proteinas del concentrado proteico
81.22 a 85.81%.

El mayor contenido de proteinas del concentrado proteico a mayor pH se
debe a que la solubilidad de las proteinas aumenta a pH alcalino, pues las proteinas
exhiben una solubilidad minima de pH 4 — 5 (pH isoeléctrico) y maxima a pH alcalino
(Badui, 1990 y Ventura, 2003); ademas, Fennema (2000) indica que la extraccion
de las proteinas vegetales de sus fuentes vegetales se lleva a cabo a pH alcalino y
la acidificacion del extracto proteico al punto isoeléctrico, precipita la mayor fraccion

proteica. Segun Jarpa-Parra y otros (2014) el aumento de la carga superficial sobre
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las moléculas de proteina conduce a una mayor solubilidad en el sistema de

disolventes a pHs altos.

Vega (2015) evaluo el efecto del pH de extraccion y de precipitacion sobre el
rendimiento y propiedades funcionales en aislado proteico de frijol fiufia (Phaseolus
vulgaris L.) variedad pavita, encontré que la proteina de fiufia precipité a pH 3.5; la
proteina se obtuvo por extraccion a pH 10.5 y relacion sélido/solvente 1/3,

obteniendo un contenido de proteinas del 69.75%.

Ventura (2003) obtuvo aislados proteicos a partir de la nuez de marafion,
encontré que la solubilidad de las proteinas aumenté al incrementar el pH, utilizo el
método de extraccion alcalina a pH (9 — 11) obteniendo un concentrado de proteinas
de 90 — 91.3 %.

Urrutia (2010) optimizé los parametros de extraccion proteica en medio
alcalino a patrtir del tarwi, los valores de pH de los tratamientos oscil6 de 8.5 a 10.5;
con un pH de precipitacion de 4.5 y relacion sdlido/solvente 1/3, obteniendo
concentrado de proteinas del 78.96%.

A menor relacion solido/solvente hay menor contenido de proteinas del
concentrado proteico, se debe a que, segun Urrutia (2010), la cantidad de harina y
agua afadida a la solucion es muy influyente, incluso también depende del
porcentaje y tipo de proteinas de la harina. El agua permite la eliminacion de la
mayor parte de los compuestos antinutricionales, parte de las sales y de los
compuestos no proteicos que quedan en el sobrenadante (agua) después de las
sucesivas centrifugaciones para separar la materia insoluble (extracto proteico) del
sobrenadante, se obtiene un concentrado o extracto proteico mas puro. La cantidad
de harina a solubilizar en el sistema harina y solvente, influye en la composicién y
cantidad porcentual de la proteina recuperada en la precipitacion isoeléctrica, sin
embargo, el solvente (solucidén extrayente que es ajustada a pH de extraccion) debe
ser adecuada para que no se sature los componentes solubilizados, lo que indica
gue es de vital importancia determinar la relacion apropiada para que sea adecuado
entre la cantidad de disolvente y la cantidad de proteinas a solubilizar.
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Ventura (2003) determind que se logra buena solubilidad proteica a relaciones
harina: solvente de 1/15 que permite la maxima extraccion de proteinas a partir de
nuez de marafion. Sin embargo para la obtencion de aislado proteico de tarwi
(Lupinus mutabilis), Urrutia (2010) determiné que la relacion de harina: solvente 1/10
fue lo adecuado; este valor difiere de datos obtenidos por Pedroche y otros (2004),
quienes concluyeron que la relacion 1/20 permite la maxima solubilidad proteica en
colza (Brassica napus), en la presente investigacion de extraccion de proteinas de

Aiufia se logré méaxima extraccion relacion solido/solvente 1/10.

4.2. Efecto del pH de extraccion y relacién sélido/solvente en el rendimiento

proteico de fiufia

En el Cuadro 7, se presenta los resultados experimentales del efecto de pH

de extraccion y la relacion sélido/solvente sobre el rendimiento proteico de fiufia

Cuadro 7. Resultados experimentales del efecto de pH de extraccién vy la

relacion sélido/solvente sobre el rendimiento proteico de fiufia

Variable independiente Variable dependiente
pH extraccion Sdolido/ solvente Rendimiento (%)

8.5 1/15 51.73
10.5 1/15 75.01

8.5 1/7 47.37
10.5 1/7 65.04
8.09 1/10 56.59
10.91 1/10 79.29

9.5 1/20 66.55

9.5 1/6 45.73

9.5 1/10 55.92

9.5 1/10 56.24

9.5 1/10 58.46
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El menor rendimiento (47.37%) se obtuvo con pH 8.50 y relacion
sélido/solvente de 1/7 y el mayor rendimiento (79.29%) se obtuvo con pH 10.91y

relacion sélido/solvente de 1/10.

En el Cuadro 8, se presenta el andlisis de varianza para rendimiento de
extraccion proteico de fiufa en funcion al pH de extraccidon y relacidon
solido/solvente, donde se observa que el modelo cuadratico fue significativo
(p<0.05); el efecto lineal de pH de extraccidén y relacién solido/solvente, efecto
cuadrético de pH fueron significativos; ademas, los valores de los coeficientes de
determinacion R?y R? ajustado fueron 0.955y 0.917 respectivamente (superiores al
0.85y 0.75).
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Cuadro 8. Andlisis de varianza en rendimiento proteico de fiufia en funcion al

pH de extraccidn y relacion solido/solvente

Fuente de Suma de Grados Cuadrados
variacion cuadrados . medios F P
libertad

Modelo 1100.417 5 220.083 25.161 0.001
A-pH extraccion 667.389 1 667.389 76.298 0.000
B-Sdlido/
solvente 239.609 1 239.609 27.393 0.002
AB 7.863 1 7.863 0.899 0.380
A? 162.149 1 162.149 18.537 0.005
B2 4.811 1 4811 0.550 0.486
Residual 52.483 6 8.747
Falta de ajuste 48.452 3 16.151 12.020 0.035
Error puro 4.031 3 1.344
Total 1152.900 11

En el Cuadro 9, se presenta los coeficientes estimados en rendimiento
proteico de fiufia en funcion al pH de extraccion y relacion solido/solvente, donde
se observa que fueron significativos (p<0.05) el intercepto, pH de extraccion lineal,

relacion sélido/solvente lineal y pH de extraccion cuadratico.

Cuadro 9. Coeficientes estimados en rendimiento proteico de
fiuna en funciobn al pH de extraccion y relacion

sélido/solvente.

Factor Coeficiente D VIF
estimado
Intercepto 396.112 0.000
A-pH extraccion -82.647 0.000 1.00
B-Sdlido/solvente 331.162 0.002 1.00
AB -36.804 0.380 1.00
A2 5.033 0.005 1.04

B2 -597.454 0.486 1.04
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A partir de estos coeficientes se obtuvo la siguiente ecuacion:

Rendimiento (%) = 396.112 — 82.647 * pH + 331.162 * sdlido/solvente
-36.804*pH* sélido/solvente + 5.033 * pH? -
597.454 * sélido/solvente?

En el Cuadro 10, se presenta los valores observados y predichos para
rendimiento de extraccion proteico de fiufia en funcién al pH de extraccién y relacion
sélido/solvente, donde se observa que el coeficiente de variacion fue menor al 10%
lo que indica una cercania entre los valores observados y predichos (buena
estimacion del modelo cuadrético) (Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010).

Cuadro 10. Valores observados y predichos para rendimiento proteico de

fiufia en funcion al pH de extraccion y relacion solido/solvente.

Rendimiento (%)

pH extraccion Solido/ Variacion
solvente Observados Predichos Residual (%)
8.50 1/15 51.73 55.85 -4.12 7.96
10.50 1/15 75.01 76.92 -1.91 2.54
8.50 1/7 47.37 47.71 -0.34 0.72
10.50 1/7 65.04 63.17 1.87 2.87
8.09 1/10 56.59 53.90 2.69 4.75
10.91 1/10 79.29 79.73 -0.44 0.55
9.50 1/20 66.55 62.75 3.80 5.70
9.50 1/6 45.73 47.27 -1.55 3.38
9.50 1/10 55.92 56.75 -0.83 1.48
9.50 1/10 56.24 56.75 -0.50 0.89
9.50 1/10 58.46 56.75 1.72 2.93
9.50 1/10 56.36 56.75 -0.38 0.68

En la Figura 5, se presenta la superficie de respuesta y de contornos para
rendimiento proteico de fAufia en funcion al pH de extraccion y relacion

soélido/solvente, donde se observa que a mayor pH en el rango de 10.21 a 10.92 y
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a menor relacion solido/solvente en el rango de 1/13 a 1/20 se obtuvo los valores

mas altos de concentrado proteico oscilando de 73.62 a 81.21%.

Las proteinas generalmente tienen carga neta negativa, por lo que cuando
se incrementa el pH, los iones OH- son incorporados al sistema haciendo que la
carga neta sea aun mas negativa, este fenomeno ocasiona que las moléculas de
las proteinas se repelan y se solubilicen, paralelamente las moléculas de agua son
incorporadas mediante puentes de hidrégeno incrementando la solubilidad. Ha sido
reportado que altas concentraciones de alcalis ayuda al rompimiento de puentes de
hidrogeno y a la disociacién del hidrégeno de los grupos carbonilos, fendlicos y
sulfatos del interior de la molécula, se despliega parcialmente la cadena
polipeptidica (Shen y otros, 2008).La carga superficial aumentada sobre las
moléculas de proteina conduce entonces a una mayor solubilidad en el sistema
disolvente (Jarpa-Parra y otros, 2014). Las mejores condiciones de operacion para
alcanzar el maximo rendimiento estan representas por las zonas mas rojizas (Figura
5).

Jyothirmayi y otros (2005) han reportado mayor extraccién de proteinas de
harina de pajuro desgrasada (Erythrina variegata) a pH alcalinos, llegando a un
méaximo de 94.8 % de extraccion a pH 12. Los autores mencionan que han
adicionado ademas cloruro de sodio a concentraciones de 0.1M y 0.5 M, que
contribuyeron a incrementar la extraccién de proteina. De otro lado, Tan y otros
(2014) mediante optimizacion de la temperatura, tiempo de extraccion y relacion
solido/solvente, extrajeron proteina de frijol pinto (Phaeolus vulgaris cv. Pinto) a pH
8 obteniendo 54.8 % de rendimiento, valores mucho menores a los obtenidos en

esta investigacion.
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Jarpa-Parra y otros (2014) reportaron rendimientos similares a la
investigacion (82%) en la extraccion de proteina de lentejas, donde el rendimiento
aumentd con el incremento del pH y nivel de relacion sdlido/solvente entre 1/20 y
1/10, lo que se explica por la mayor solubilidad de la proteina de lentejas a pH alto.

Vega (2015) evaluo el efecto del pH de extraccion (8.5, 9.5 y 10.5) y de
precipitacion (3.5, 4.5 y 5.5) sobre el rendimiento y propiedades funcionales en
aislado proteico de frijol fufia (Phaseolus vulgaris L.), siendo el de mayor

rendimiento (74.78%) a un pH de extraccion 10.5 y pH de precipitacion 3.5.

4.3. Efecto del pH de extraccion y relacion solido/solvente para absorcion de agua

del concentrado proteico

En el Cuadro 11, se presenta los resultados experimentales del efecto de pH
de extraccion y la relacion sélido/solvente para absorcion de agua del concentrado

proteico.

Cuadro 11. Resultados experimentales del efecto de pH de extraccion y la

relacion solido/solvente para absorcién de agua del concentrado

proteico
Variable independiente Variable dependiente
pH extraccion Solido/solvente Absorciéon de agua (g/g)
8.5 1/15 2.6
10.5 1/15 34
8.5 1/7 2.67
10.5 1/7 3.09
8.09 1/10 2.63
10.91 1/10 3.65
9.5 1/20 2.79
9.5 1/6 2.87
9.5 1/10 2.8
9.5 1/10 2.8

95 1/10 273
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La menor absorcién de agua (2.60 g/g) se obtuvo con pH 8.50 y relacion

sélido/solvente de 1/15.

En el cuadro 12, se presenta el andlisis de varianza para la absorcion de
agua en concentrado proteico de fiufia en funcion al pH de extraccion y relacion
solido/solvente, donde se observa que el modelo cuadratico fue significativo
(p<0.05), el efecto lineal de pH de extraccion, efecto cuadratico de pH y la
interaccion pH-relacion solido/solvente fueron significativos, ademas, los valores de
los coeficientes de determinacién R? Y R? ajustado fueron 0.976 y 0.956

respectivamente (superiores al 0.85y 0.75).

Cuadro 12. Analisis de varianza para la absorcién de agua en concentrado

proteico de fiufia en funcion al pH de extraccion y relacion

Fuente de Suma de Grggos Cuadrados =
variacion cuadrados . medios P
libertad

Model 1.113 5 0.223 48.628 0.000
A-pH extraccion 0.887 1 0.887 193.848 0.000
B-Sdlido/
solvente 0.002 1 0.002 0.473 0.517
AB 0.035 1 0.035 7.687 0.032
A? 0.185 1 0.185 40.502 0.001
B? 0.001 1 0.001 0.246 0.637
Residual 0.027 6 0.005
Falta de ajuste 0.025 3 0.008 8.845 0.053
Error puro 0.003 3 0.001
Total 1.140 11

solido/solvente.

En el Cuadro 13, se presenta los coeficientes estimados para la absorcion
de agua en concentrado proteico de fiufia en funcion al pH de extraccion y relacion

sélido/solvente, donde se observa que fueron significativos (p<0.05) el intercepto,
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pH de extraccion lineal, pH de extraccién cuadratico e interaccion pH-relacion
solido/solvente.
Cuadro 13. Coeficientes estimados para absorcion de agua en
concentrado proteico de Aufia en funcion al pH de

extraccion y relacion solido/solvente.

Factor Coefluente p VIF
estimado

Intercepto 12.669 0.000

A-pH extraccion -2.642 0.000 1.00
B-

Solido/solvente 21.038 0.517 1.00
AB -2.462 0.032 1.00
A? 0.170 0.001 1.04
B2 9.143 0.637 1.04

A patrtir de estos coeficientes se obtuvo la siguiente ecuacion:

Absorcion de agua (%) = 12.669 — 2.642 * pH + 21.038 * sélido/solvente
-2.462 *pH *sélido/solvente + 0.170 * pH? +

9.143 *solido/solvente?

En el Cuadro 14, se presenta los valores observados y predichos para
absorcion de agua en concentrado proteico de fiufia en funcién al pH de extracciéon
y relacién solido/solvente, donde se observa que el coeficiente de variacion fue
menor al 10% lo que indica una cercania entre los valores observados y predichos

(buena estimacion del modelo cuadratico) (Firatligil-Durmus y Evranuz, 2010).
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Cuadro 14. Valores observados y predichos para absorcion de agua en
concentrado proteico de fiufia en funcion al pH de extraccion y

relacion sélido/solvente.

Absorcion de agua (g/g)

pH Solido/ .
extraccion solvente QOpservados Predichos  Residual Var(loi)c):lon
8.50 1/15 2.60 2.55 0.05 1.77
10.50 1/15 3.40 3.41 -0.01 0.18
8.50 1/7 2.67 2.71 -0.04 1.51
10.50 1/7 3.09 3.18 -0.09 2.99
8.09 1/10 2.63 2.65 -0.01 0.52
10.91 1/10 3.65 3.59 0.06 1.64
9.50 1/20 2.79 2.83 -0.04 1.36
9.50 1/6 2.87 2.78 0.08 2.94
9.50 1/10 2.80 2.78 0.02 0.61
9.50 1/10 2.80 2.78 0.02 0.76
9.50 1/10 2.73 2.78 -0.04 1.64
9.50 1/10 2.79 2.78 0.01 0.23

En la Figura 6, se presenta la superficie de respuesta y de contornos para
absorcién de agua en concentrado proteico de fiufia en funcion al pH de extraccion
y relacion solido/solvente, donde se observa que a mayor pH en el rango de 10.21
a 10.92 y a menor relacion sélido/solvente en el rango de 1/13 a 1/20 se obtuvo los
valores mas altos de absorcion de agua en concentrado proteico oscilando de 3.39
a 3.62%.

Una mayor capacidad de absorcién de agua (de 3.39 a 3.62 g/g) fue
observado (Figura 6) cuando las muestras de concentrado proteico de frijol de fiuiia
fueron extraidas con valores altos de pH en el rango de 10.5 — 10.9 y relacion
sélido/solvente de 1/20 — 1/10. Al presentar la superficie de la proteina mayor
namero de iones, estos formaran mas puentes de hidrégeno con el agua. También

se ha observado mayor solubilidad de las proteinas a pH alcalinos que a valores de
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pH acidos (Susmann y otros, 2013). Las mejores condiciones de operacion para
alcanzar la maxima absorcion de agua estan representas por las zonas mas rojizas
(Figura 6).

Silva (2006) obtuvo un aislado proteico a partir de quinua organica, donde
reporto un aumento de capacidad de absorcion de agua a medida que aumentaron
los valores de pH de extraccién (7, 9 y 11) encontrando valores de capacidad de
absorciéon de agua de 3, 3.9 y 4 (g de agua/g de muestra) respectivamente.

Chel-Guerrero y otros (2011) obtuvieron un aislado proteico a partir de frijol
lima (Phaseolus lunatus L.), encontrando una capacidad de absorcion de agua de
1.5 (g de agua/g de muestra) a pH de extraccion 7 y 3.3 (g de agua/g de muestra)
a pH de extraccién 9, a mayor pH de extraccién se consiguié mayor absorcion de
agua, similar a lo obtenido con el concentrado proteico de fiufia. El valor de
capacidad de absorcion de agua del concentrado proteico de fiufia fue menor que
los concentrados proteicos de soya (5.45 g de agua/g de muestra) reportado por
Elizalde y otros (1995), posiblemente tenga menor nimero de grupos polares en la
superficie de la proteina ya que los grupos polares son los responsables de las

interacciones proteina — agua.

4.4. Efecto del pH de extraccién y relacion solido/solvente de la formacion

de espuma en concentrado proteico

En el Cuadro 15, se presenta los resultados experimentales del efecto de
pH de extraccion y la relacion sdlido/solvente de la formacion de espuma en

concentrado proteico.
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Cuadro 15. Resultados experimentales del efecto de pH de extraccion y la
relacion soélido/solvente de la formacion de espuma en

concentrado proteico.

Variables independientes Variable dependiente
pH extraccion Solido/ solvente Formacion de espuma (%)
8.5 1/15 22.14
10.5 1/15 20
8.5 1/7 29
10.5 1/7 50
8.09 1/10 46
10.91 1/10 24
9.5 1/20 46
9.5 1/6 20
9.5 1/10 37
9.5 1/10 32
9.5 1/10 35

En el Cuadro 16, se presenta el andlisis de varianza en la formacion de
espuma de concentrado proteico de fiufia en funcién al pH de extraccion y relacion
sélido/solvente, donde se observa que el modelo cuadratico no fue significativo
(p>0.05), ademas, los valores de los coeficientes de determinacion R? Y R? ajustado

fueron 0.138 y 0.00 respectivamente (inferiores al 0.85y 0.75).
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Cuadro 16. Andlisis de varianza para la formacion de espuma del

concentrado proteico de fiufia en funcién al pH de extraccion

y relacion sélido/solvente.

Fue'ntet 'de Suma de Gr_ados de Cuadrgdos = 0
variacion cuadrados libertad medios
Model 165.83 5 33.167 0.192 0.955
A-pH extraccién 18.77 1 18.766 0.109 0.753
B-Salido/
solvente 0.00 1 0.001 0.000 0.998
AB 133.86 1 133.865 0.776 0.412
A? 1.18 1 1.176 0.007 0.937
B2 13.06 1 13.064 0.076 0.792
Residual 1035.43 6 172.571
Falta de ajuste 1017.43 3 339.142 56.524 0.004
Error puro 18.00 3 6.000
Total 1201.26 11
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agua en concentrado proteico de fiufia en funcion al pH de

extraccion y relacion solido/solvente.



V. CONCLUSIONES

El pH de extraccion y la relacion solido/solvente influyd significativamente en el
rendimiento proteico y absorcion de agua, sin embargo no fue significativo en la

formacion de espuma.

El mejor tratamiento se obtuvo con pH 10.91 y la relacion solido/solvente 1/10, que
permitieron lograr mayor rendimiento de extraccion (79.29%) y absorcién de agua
(3.65 g/g) en concentrado proteico de frijol de fAiufia, cuyo contenido de proteinas
fue 81.92%.



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el Disefio compuesto central rotacional teniendo como punto
central la combinacién de pH altos comprendido entre 10.78 — 10. 92 y la relacion
sélido/solvente 1/15 para obtener mayor contenido de proteinas del concentrado

proteico.

Investigar las propiedades funcionales (hidrodindmicas, texturales y superficiales) y

nutricionales del concentrado proteico obtenido.

Realizar una investigacion de la aplicacion del concentrado proteico en la industria

carnica, industria lactea o industria de panificacion.
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VIII.

ANEXOS

Anexol. Resultados experimentales del efecto de pH de extraccion y la relacion

solido/solvente sobre el contenido de proteina del concentrado proteico,

rendimiento y absorcion de agua en frijol nufia.

Variables independientes

Variables dependientes

. - . Absorcion Formacion
pH 5 Sélido/ pH 3 Soélido/ Concgntrado Rendimiento de agua de
extraccién solvente extraccion solvente proteico (%) (%) espuma
(9/9) (%)
-1.00 -1.00 8.50 1/15 66.69 51.73 2.60 22.14
1.00 -1.00 10.50 1/15 79.17 75.01 3.40 20.00
-1.00 1.00 8.50 17 69.17 47.37 2.67 29.00
1.00 1.00 10.50 1/7 76.24 65.04 3.09 50.00
-1.41 0.00 8.09 1/10 68.93 56.59 2.63 46.00
1.41 0.00 10.91 1/10 81.92 79.29 3.65 24.00
0.00 -1.41 9.50 1/20 76.22 66.55 2.79 46.00
0.00 1.41 9.50 1/6 72.20 45.73 2.87 20.00
0.00 0.00 9.50 1/10 70.50 55.92 2.80 37.00
0.00 0.00 9.50 1/10 70.35 56.24 2.80 32.00
0.00 0.00 9.50 1/10 70.01 58.46 2.73 35.00






