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“L a eleccién v la exclusividad son condiciones que fa amistad comparte con ef amor.
En cambio, podemos estar enamorados de Lina persona que 1o nos ame.

pero fa amustad sin reciprocidad es smposibfe.

La amistad no nace fa vista, como el amor, sino de un sentimiento mas complejo

ia afinidad en las ideas, los sentimientos o en fos intereses.

El trato refina y transforma a la simpatia en amistad.

E1 amor nace del flechazo; fa amistad del intercambio frecuente y projongado.

£i amor es instantaneo; ja amistad requiere liempo.

El amor es tragico; 1a amistad es una respuesia a la tragedia

Ei amor es alraceién involuntaria hacia una persona y voluntaria aceptacion de esa atraccion "
“LALLAMA DOBLE”

OCTAVIO PAZ
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& INTRODUCCION

La uthizacion de materias primas alternas para safisfacer las necesidades de consumo humano han

provocado el Interés por investigar como aprovechar los subproductos generados durante el procesamiento

en la industria de alimentos.

Desde el punto de vista industrial los subproductos implican:

1. Altos volimenes de produccion (toneladas)

2 Contaminacién ambiental por {a cantidad y porgue no existe una via alterna en muchos casos para su

aprovechamiento

3 Pérdidas en la inversion del industrial por tener que almacenarlo o desecharlo sin sacar algiin beneficio

economico.

4 Interés por la composicién quimica gue presenian y pueden presentar propledades nutricionales ylo

funcionales que permitan su ufilizacion en la industna de alimentes,

Desde el punto de vista académico los subpreductos son interesantes por:

1 El estudio de fas malerias primas enfocado como un complejo abmenticio, es decir, el andlisis del
subproducto quimica y fisicamente asi como la bisqueda de las condiciones para [a separacién de los
coamponentes de interés.

2, La obtencion de los productos aislados (carbohidratos, proteinas, fibra, etc.) para el desarrollo de
proyectos de estudio a nivel molecular y/a su aplicacién en el desarrollo de nuevos productos.

3 La busgueda de las condiciones de operacién a nivel laboratorio para su posterior aplicacién a escala
industrial. ’

En este contexto, un subproducto de la industria arrocera, el salvado de arroz es una fuente rica de proteinas

de aita calidad y también es rico en fibra y aceite. (Gnanasambandam R, Hetharachchy N. S., 1995). Ei

salvado de arroz puede ser una fuente potencial para preparar concenirados y aislados proteicos los cuales

pueden ser utlizados en productos alimenticios y asl aprovechar este subproducto obtenido del

procesamiento del arroz. {Patil S.N. y col,, 1904)



Ef uso de proteinas de bajo costo puede reducir potencialmente [os costos en rendimientos y contribuir en
forma razonable y nutritiva en alimenfacion humana. Las proteinas pueden ser afiadidas como ingredientes o
aditivos a los almentos debido a los beneficios nulricionales y funcionales que aportan. El tipo de proteinas y
su estructura delermina sus propiedades funcionales. Las protelnas de origen vegetal son utilizadas como
ingredientes en la fermulacién de nuevos producios o para reemplazar protefnas de origen animal en

ahmentos convencionales. (Aluko, Yada, 1995).

(2%



MARCO TEORICO
CAPITULO I
ARROZ Y SALVADO DE ARROZ

i1 GENERALIDADES

1.1.1  DEFINICION

A) ARROZ.- El arroz pertenece a la familia de tas gramingas y al género Oryza. Es una planta de
ciclo anual. Mide entre 50 y 150cm de altura, algunas especies alcanzan afturas mayores de
150cm (SEP(Trlias, 1893).

SALVADO DE ARROZ - Ef salvado que resulta en el praceso de perlado incluye al pericarpio la
capa de aleurona, el embrién o germen y parte def endospermo, los cuales en conjunto poseen
un valor nutntive y amplia demanda como alimento animal Es rico en proteinas y en grasa, su
contenido en fibra es alto por lo cual es dificil su utilizacion en alimentos para consumo directo
en humanos. (Prakash J , Ramanatham G., 1995).

11.2 CLASIFICACION Y VARIEDADES

ARROZ

£l cultivo del arroz surgi6 en el sudeste asitico y en Africa; los primeros datos del cultivo del arroz

se sitla alrededor del ano 2800 a.C., en China. {SEP/Trillas, 1993)

La clasificacion del arroz es la siguiente:
Familia:  gramineas
Tribu: oficeas
Género; oryza
Especie:  sahbva
Las variedades del arroz perienecen a los siguientes grupos y razas geogréaficas:

« Grupo indica: crece en las regiones fropicales de la India, Indochina, Frlipinas, parte de los
Estados Unidos y Méxica.

« Grupo japdnica: es el arroz gue se cultiva en las regiones sublropicales de Japén, Corea, zonha
del Mediterraneo, ceste de los Estados Unidos y parte de Sudamérica.

« Grupo javdnica. es un grupo que se cuttiva principalmente en Burma e Indonesia.



Eslos grupos tienen [as siguientes caracterisiicas.

TABLA No. 1
Descrnpcion de los diversos lipo de arroz
CARACTER INDICA JAPONICA JAVANICA
Ciclo vegetativo Largo Corlo Muy largo
Tolerancia a confratiempos Alta moderada Baja
Acame Susceptible Resistente Resistente
Respuesta a fertilizacion Baja Alta Baja
Color de la planta Verde claro | Verde oscuro | Verde ¢laro
Macollas Numerosas Algunas Pocas
Grano Large/delga | Corto/grueso | Ancho/grueso
do

Peso de panoja Ligero Pesado Pesado
Rendimiento Medio Alto Bajo

Fuente; Manual para la Educacién Agropecuaria, SEP/Trillas, 1993.

113 CARACTERISTICAS
A) ARROZ. El grano del cereal es un frutc en cariopside con una sela semilla, su cubierta
exterior estd constituida por pericarpio y festa {tegmen). El pericarpio comprende entre ofros:
epicarpio, mesocarpio ¥y una capa de células transversales, En la testa el grano maduro solo se
diferencia por una capa celular. El pericarpio es rico en celulosa y en la testa aparece una capa
continua de sustancia grasa en la cual se encuentran los pigmentos que dan el color caracterlstico.

Subyacente a [a testa se encuentra la capa de aleurona, gue tiene uno o varios estratos de
células de parenquima, que contienen abundantes gidbulos de grasa y protelnas.

El endospermo esta conshituido por células de parenquima repletas de granulos de almidon. Las
células de la capa mas externa del endospermo son ricas en granulos proteicos.

El embridn esta localizado en un extremo del grano, los tejidos del germen son ricos en
proteinas y lipides. El germen esta envuelto por pericarpio, testa y aleurona
{Pnmo Y., Carrasco J., 1973)

El arroz presenta ademas una cublerta ignocelulosica mas externa llamada cascarilia, rica en
silice (SEP/Trillas, 1993).

El arroz con ta cascara de silice, dencminade arroz moreno o sin pulie es inadecuado para el
consumo humano debido a que fas capas externas dal grano de arroz presentan gran cantidad de

fibra que resulta dificil de comer, por lo que se debe someter a un proceso de molienda, en €l cual



se eliminan la capa externa, el germen, ta aleurona y algo del endospermo, estas partes constituyen

el salvado, quedando finalmente el arroz blanco o pulido. (Ver tabla No 2}

TABLA No. 2
Balance de maleriales en el proceso de molienda del arroz
PRODUCTO PORCENTAJE EN PESO

Arroz con cascara 100
Arroz blanco 60 =70
Cascarilla 16 - 21
Salvado 5-12
Germen 15-25
Medianos 5-15

Fuente: Primo. Y., Carrasco, J., 1973
El arroz puede encontrarse en el mercado nacional como arroz integral, arroz moreno, arroz

blanco y arroz “parboiled” o precocido.

El arroz blanco puede consumirse de varias formas, como harina para pasteles y galletas, es
usado en la industra cervecera junto con la malta, en la preparacién de bebidas alcohdlicas como
el sake Japonés, en la preparacion de la bebida tipica de horchata, en dulces y como arroz entero.

El arroz integral se utiliza como semilla y el hombre lo consume en menor cantidad.

B) SALVADO DE ARROZ. Es de color café suave y es removido del arroz a partir de un tamizado.
Este salvado tiene un alio contenido proteico (aprox. del 14%) y esta constituido por aceite ei cual
puede ser removido con solventes organicos.

Estudios realizados han mostrado que el salvado de arroz puede disminuir mds ef contenido de
colesterol en comparacion con el del salvado de avena. Uno de los problemas del salvado de arroz
es la faciidad con fa que se enrancia por lo cual solamente se uliliza para alimentacién de ganado.
Las técnicas actuales de extraccidn por solventes del acelte del salvado de arroz, han hecho
posible la estabilizacién del salvado de arroz y por Io tante su introduccion como alimento humano -
aunque primerdialmente su consumo sea animail, (Benedito, C., Cordero, C.V., Primo, E., 1986).

E! saivado de arroz es allo en fosforo y bajo en calcio. (N. I. of R, 1998)



114 COMPOSICION QUIMICA
A}  ARRQOZ

El arroz, al igual que otros cereales carece de vitaminas A, D y C, pero coniiene tiamina, riboflavina
y niacina

Estas vitaminas estan en mayor proporcién en el aroz integral, ya que se encuenfran en el

germen (Grist, D.H., 1982, Juliano, B.O., 1872)

TABLA No. 3
Composicién quimica del arroz
CONSTITUYENTE ARROZ' * ARROZ™

Agua 8.5 12.0
Proteinas 11.0 8.0
Grasas 0.6 1.9
Hidralos de carbono 54.0 627
Fibra cruda 16.1 9.0
Cenizas 8.8 6.3

*Expresado como %
' Primo, Y., Carrasco, J.,1973.
* Jayme, A, Rojo, M., Trejo, M., 1880
La eliminacién de protefnas y macronutrientes en general producidas en el proceso de molienda

del arroz es notable, quedando gran parte de éstos en el salvado. Como se puede observar en las

tabfas 4,5 Y 6:
TABLA No 4
Composicion quimica del aroz y los subproductos de fa molienda

PRODUCTO PROTEINA GRASA CHO's FIBRA CENIZAS
Cascarlla 22-48 04-08 20.7-348 | 47.3-53.4 15.3-20.3
Salvado 12.9-16.8 14.3-17.0 455-54.8 94— 108 86-99
Germen 19.2 - 26.4 199-23.8 34.9-508 3.0-48 7.1-10.1
Medianos 7.2-97 04-28 79.3-90.7 1.2-4.7 05-~35
Arroz blanco 8.1-84 03-06 89.9-90.8 03-0.5 0.5-08

{Sep/Trillas, 1993)




TABLA No. 5

Distribucitn de vitaminas entre los tejidos del grano de arroz descascarillado def fipo Milagro-

Filipino
TEJIDO O PARTE DEL GRANC | TIAMINA (%) | NIACINA (%)
Pericarpio, testa, aleurcna 34.5 82.0
Esculelo 47.0 2.0
Endospermo 8.0 16.0
Germen 10.8 1.0

Primo, Y., Carrasco, J., 1973,
TABLA No. 6

Cantidad de vilaminas y minerales presentes en el grano de arroz descascarillado

% DEL TOTAL EN EL
NUTRIENTE ARROZ BLANCO

Tiamina 20
Riboflavina 55
Niacina 35
Patasic 50
Fésforo 45
Magnesio 35
Hierro 25

Primo, Y., Carrasco, J., 1973.
B) SALVADO DE ARROZ
La composicion quimica y valor nutrilivo del salvado se muestra en las siguientes tablas:
{No. 7 y 8) (Grist, D.H, 1982; Juliane, B.O., 1972)
La digestibiidad del salvado es del 75%, se considera que tiene un afto valor nutritivo pero la
presencia de cascara (alto contenido en silice) ha impedido su aprovechamiento. (Barber, 1980,

Jamuna, P., 1995)

TABLAN.7
Composicion quimica del salvado de armoz

DETERMINACION PORCENTAJE
HUMEDAD 89-125
PROTEINA CRUDA 10.6 — 13.6
GRASA CRUDA 101-22.4
FIBRA CRUDA 96—14.1
CENIZAS 93-143
CARBOHIDRATOS ASIMILABLES* [31.5-44.3

* Obtenidos por diferencia, (Juliano, B.O , 1972)



TABLAN 8
Valor nutritivo del salvado de arroz

CONSTITUYENTE | PORCENTAJE
Nutrientes digenbles 67.7
Proteina digerible 8.8
Calcio 0.08
Fésforo 1.36
Materia seca 9.12
Fibra 13

Juliano, B.O., 1972,
Et valor forrajero del salvado de arroz es algo mas bajo que el del maiz; pero sus proteinas son de
buena cahdad y complementarias a las del maiz; asi, cuando se mezclan salvados de arroz y malz,
el vator protelnico del elemento compuesto es superior al de la suma de cada uno de los dos
componentes si se suministran peor separado.

Se ha efecluado la comparacion de la actividad biolégica del salvado de arroz ¥ de los residucs
de los demas subproductos de la molienda de! arroz (llamados también residuos), alimentando
ratas, agregando o no suplemente de lisina, de D y L freonina y de vitamina B12; a los animales se
les suministré ademas una dosis de aceite de higado de bacalao y de aceite de germen de trigo.
Los resultados mostraron gue la aportacion de lisina y de treonina permite un aumento de peso en
las ralas de un 15.4% en el caso del salvado de arroz y del 16.8% en c¢aso de residuos, con lo que
el rendimiento en proteinas aumenta respectivamente en 8.7 y 2 1%. ademas, la aportacion
complementaria de 0 18 de vitaminas B12 produce una mejora de 27.3 y 26.2% respeclivamente en
el aumento de peso y de 9.9 y 7.6% respectivamente, en el de proteinas. (Angladette, Andre, 1989).

La constitucion vitaminica y minerat de estas dos clases de residuos se establece como sigue.



TABLANOS
Constifuyenfes vitaminicos y minerales del salvado de arroz
i)

SALVABO DE ARROZ { RESIDUOS DE BLANQUEO
_—MECRONUTRIENTE M0z Ma100g
Tiamina 2400 22.00
Riboflavina 2.00 2.20
Acido nicotinico 336.00 330.00
Acido pantoténico total 27.70 33.30
Acido panloténico libre 11.60 9.90
Biotina 0.60 0.57
Acido folico total 1.46 192
Acido falico hibre 016 0.18
Pindoxina 25.0 20.00
| Inositol 4,627 00 4,536 00
l£g1ma 1,700 00 1,020.00
p Acido aminobenzoico 0.75 0.73
% %
Calcio 1.31 0.91
Fosforo 1.48 244
Hierro total 0.019 0.028
Hierro dispanible 0.010 0.012

Kik, C,, 1989.
116 UTILIZACION DEL SALVADO DE ARROZ
En los paises productores de arroz estd aumentando el empleo del salvado para alimentar aves,
cerdos y ganade vacuno, pero para ese fin la proporcion que se suministre no debe pasar del 30%
de Ja racion alimenticia total, (Barber, S., Benedito, C., Martinez, J., 1981, Guerrero, LM C., 1973,
Lew, E J.L., Houston, D.F,, Fellers, D.A., 1975).

En la dieta humana s& ha integrado el salvado de arroz como aditivo en pastas para mejorar
textura y aumentar el valor nutritiva del producto en cuanto a proteinas, cenizas y fibra dietética en
las cuales se ha utilizade un 20% de saivado de arroz. (Sangronis, E., Rebolledo, M A | 1897).

116 a Usos diversos
Los diversos residuos que deja ta industria de los derivados del arroz pueden también ser
aprovechados para: fabricacion de almidén, desifleria, aceites de saivado y subproductos de

blanqueo



Oblencion de furfural.- Aplicando un nueve meétodo ilaliano, se pueden soclubilizar las pentosas
obtemdas por hidréhisis de las pentosanas, para que se realice aparte su fransformacion en furfural;
el rendimiento es de B8.5kg de furfural por cada 100kg de salvado. Ademas, como la estructura
celulbsica de la materia prima no sufre alteracién, puede ser utilizada después para la fabricacién
de papel, de paneles aisfantes, etc.

Et furfural se presenta en forma liguida; pardea facilmente con el are y la luz, tiene olor
caractenstico desagradable y es soluble en alcehal y en éter, pero poco en el agua. Su punto de
ebuliicion es de 161°C.

La uthzacién del furfural es muy variada, se emplea para la refinacién de aceites minerales y
vegetales; para la fabricacion de desinfectantes, fungicidas y herbicidas, resinas, nylon y causho
sintético. Tambien entra en la fabricacién de carburantes especiales para motores a reaccin y
cchetes. Pero el bajo rendimiento en furfural obtenide del salvado de arroz, hace que con
frecuencia se prefiera emplear otras materias de rendimiento mas elevados. (Tinarelli, A. 1989,
Vazquez, S., 1987).

Aceile de salvado.- En EUA, se admite que el salvado de arroz posee una rniqueza cleosa
media de un 15 a un 18%. El aceite se extrae del salvado procedente del descascanllado, los
contenidos de diversos preductos en materias grasas varian con las clases de arroz, el grado de
tratamiento industiial y el sistema empleado. Desde luego estos contenidos o nguezas difieren
considerablemente seguin se irate de arroz ordinario, ¢ sometido a calor.

E1 aceite de salvado de arroz puede ser extraido wilizando prensas de jaulas o de cestos, a
condicién de recalentar previamente la harina de salvado, pero se preduce una importante pérdida
de malerias grasas, por cuanto el rendimiento es inferior en un 5-6% al contenido de estas. En todo
caso, no es posible efectuar fa extraccion con prensa continua, debido a que el salvado de arroz no

comprimide se desliza entre el cilindro y el tornillo rotativo inferior.



El método tradicional de extraccién es el que hace uso de los solventes, de entre los cuales el

hexano es el que se emplea industriaimente.
El aceite de salvado de arroz es neutro, estable y sin ¢lor, con un indice de yodo comprendido entre
91y 108 {102 por termino medio). (Murcia, F.L., Zetuna, C.E., 1973, Angladette, Andre, 1969)

Fiina.- Los salvados de arroz contienen cantidades no despreciables de acido fosférico. Una
minima parte de este fésforo se halla incluido en combinaciones inorganicas, et resto esta presente
en forma de un principio fosfo-orgdnico, la fitina, que es un inosito-hexafosfato de calcio y de
magnesio; se encuentran también pequefias cantidades de fésforo lecitinico, lecitidico y nueleinico.

La extraccidn se puede conseguir por varios métedes, especialmente por la utilizagién de
solucidn clorhidrica con salvado obteniendo come producto Acido fosférico v la sal de cloro debido a
la reaccion que se presenta con el inosito-hexafosfate de calcio y magnesio (filina).

Los fitinatos de calcio y de magnesio se preparan a partir del fitinato de sodio.

Estos preductos pueden ser también extraidos de los salvades y de las harinas de blanqueo
desprovistas ya de aceite.
Vitarminas -  Los procedimientos existentes para la obtencion de las vitaminas de los residuos de
arroz son escasos; al parecer, en {a actualidad soio se han tomado en consideracidn y puesto en
practica los métodos de extraccién de [as siguientes vitaminas, contenidas en ahundancia en {os
subproductos de Ja industria arrocera
« tiamina {vitamina B1)
« piridoxina (vitamina B6), y
« tocoeferol (vitamina E)

Se considera la exiraccidn, indirectamente, de la riboftavina (vitamina B2).

Los métodos se refieren todos al tratamiente de los residuos de blanqueo (salvado, cascara,

germeny), excepto en lo que hace al tocoferol, cuya exiraccién se efectia del aceite de germen de

afroz



En realidad, estos varios métodos son poco empleados ya que en la actualidad la mayor parte
de fas vilaminas se oblienen artificialmente por via sintética, lo que permite precios de coste y
rendimignto mas elevados. (Angtadette, Andre, 1980).

Partiendo del salvado de arroz también pueden prepararse otros muchos productos
farmacéuticos como la sucramilosa, la dextramilosa, etc .. .

Las posibles aplicaciones del salvado dependen del contenido de nutrientes presentes en su
estructura lo cuat como anteriormente observamos son considerables estas cantidades y podemos
sugerr varios usos ya sea como ingrediente en algunos productos alimenticios tomando en
consideracion sus propiedades nufricionales o como adifivo resaltando en este punto sus
propiedades funcionales. La importancia que radica en el aprovechamiento del salvado de arroz es
disminurr en un porcenlazje considerable (cas: del 30%) Ja contaminacién que producen las
Industrias arroceras y la creacidn de nuevas tecnologlfas asi como fuentes de trabajo para el
desarrclio de producciones aiternas ya mencionadas.

11.7  PRODUCCION MUNDIAL

A)  ARROZ

El arroz constituye el alimento basico de un tercio de la poblacién mundial, y la mayor parte de la
cosecha se produce y consume en el continente asiatico. Nuestro pais ocupa el 5to lugar en el
ambito mundiat como productor de arroz. ( S.A.R.H., 1993).

El cultive de aroz ocupa el segundo lugar en superficie en {odo el plansta.

TABLAN. 10
Frincipales Productores de Arroz
PAIS N - *
PRODUCTOR 1990 1891 1992
CHINA 171,416 171,438 188,403
INDIA 106,416 111,147 112,500

INDONESIA 41,676 44,726 44,490
BANGLADESH | 23,097 27,691 29,400
MEXICO 301 420 260
*En miles de toneladas SARH, 1993




8) SALVADD DE ARROZ
Los datos estadisticos referentes al comercio internacional del salvado de arroz son incompletos,
por cuanto son muchos los paises que no publican estadisticas separadas al respecto.

La produccidn mundiatl de salvado de arroz es de 27.3 millones de toneladas. Del total, casi 3.8
millones de ton son protelnas y 55 millones de ton. de aceite, los cuales son componentes
importanies.

Después de remover |a cascara, el arroz es denominado arroz moreno o integral el cual es
sujeto a una molienda abrasiva para separar |as capas que son designadas como salvado de arrez,
El salvado esta compuesto de pencarpio y capas del grano siempre con una mayor proparcion de
aleurona, una parte de endospermo y algunas otras de germen. El salvado de arroz es rica fuente
de proteinas, lipidos, vitaminas y trazas de minerales. (Prakash J., 1996)

El continente asidtico es ! principal preductor de salvado de arroz con mas del 90% de fa

produccian tetal; el restante se encuentra dividido en Africa y América, (ver tabla N, 11)

TABLAN. 11
Produccitn estimada de salvado de arroz {en millones de toneladas)*
AREA PRODUCCION
MUNDIAL 27.325
AFRICA 0.729
NORTEAMERICA 0.526
SUDAMERICA 0.850
ASIA 24.939
China 9,784
India 5.695
Indonesia 2,484
Bangladesh 1.425
Vietnam 1.118
Taitandia 0.962
Myanmar 0.716
Japén 0.689

*Prakash J., 1996



12 PROCESAMIENTODEL ARROZ

121 JUSTIFICACION DEL PROCESO

E1 procesamiento (pulido y blanqueo del grano) del arroz consiste en la eliminacion de la cascara,
del salvado, det germen y de la capa aleurdnica del grano. El valor comercial de los granos enteros
es superior at de los granos partidos. Por lo tanto, es necesario tener cuidado de que el grano no se
quiebre durante su procesamiento.

El procesamiento consiste en una conversign y una molturacion del arroz. La conversion tiene
como objelivo acondicionar el arroz para aumentar el valor nufritivo del producto elaborado,
disminuir la ruptura de los granos y mejorar sus caracteristicas culinarias.

El arroz convertido, llamado también precocido, es més resistente al ataque de inseclos, se
conserva mejor, tiene un color amarillento, no se pega durante la coccion y tiene un sabor diferente
del arroz no converlido.

{.a molturacién comprende la eliminacion de impurezas (tierra, paja, piedras, etc.), de la cascara,

del salvado, del germen y de la capa aleurénica del grano de arroz.

NORMAS DE RECEPCION

El arroz debera estar limpio, sano, libre de plagas, contaminacion, mal olor y putrefaccion

El conterudo de humedad no debera rebasar el maximo contenido aceptable del 14%

El porcentaje de impurezas aceptable es como méximo de 2%

Se acepta el arroz con una merma en su peso hasta del 3%

La operacitn de molturacién se realiza en una instalacidn cuya construccion y funcionamiento es

como sigue: DIAGRAMA 1



122 DESCRIPCION DEL PROCESO DE PULIDO DEL ARROZ

DIAGRAMA 1
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La operacion de moituracion se realiza en una instalacion cuya consfruccién y funcionamiento es

COMO sigue:

1)
2)

3)
4}
5)

6)

)

&

9}

Recepcion € Inspeccion: se clasifica y pesa el arroz palay procedente de los centros de cultivo
Almacenamiento: se estiba por variedades de celdas montadas en un sistema de parrllas con
un {anel de areacidn.

Vaciado: se vacian los costales en la tolva de recepcidn en el centro de la bodega.

Transporte: se fransporta a la seccidn de cribado y secado.

Cribado. en la cribadora se separan del atroz palay las impurezas (paja, piedras, tierra, etc.)
Secado. se repiten los pasos de secado tanto como sea necesario a través de un elevador
reversible, por medio de celumnas verticales, que tienen un movimiento continuo del preducto.
Ef movimiento se obtiene por medio de charolas y se regula por dispositivos particulares
instalados en la base de las columnas. Hasta obtener un contenido de humedad de 12 -13%.
Atmacenamiento temporak el grano es depositado en el silo de donde se alimenta a la seccion
de molienda.

Pesado: se pesa el grano.

Transporte. el arroz una vez pesado pasa a una tolva

10) Limpieza; se le separan las impurezas metélicas, mediante separadores magneticos,

aspiradores y cribas con aspiracion, dando como productos arroz palay, paja y material extraiio.

11) Descascarado: se le quita la cascara al arroz Existen diferentes tipos de descascarilladores en

este caso, se procedera a explicar tnicamente las maquinas descascarilladoras de rodillos,
debido a que son las ulilizadas por la Compariia Arrocera Covadonga, S.A, de C.V., quien

proporciond el safvado para el presente frabajo.



Descascarillador de rodillos.- Tiene 1a funcién de retirar la cascara por fuerzas de presion y
abrasion que ejercen sobre el grano dos rodifios que giran a diferentes velacidades y
direcciones opuestas. Con esta maquina se obtiene un porcentaje mayor de arroz entero,
dando como productos una pequefia porcion de aroz palay, arroz morenc entero, arroz
moreno quebrado, cascara y una fraccion conocida como salvadillo, este contiene fragmentos
de lemma, palea y partes de pericarpio,

12) Separado: se separa el arroz moreno y el arroz palay, de la ciscara. La mezcla proveniente de
la descascarilladora pasa a fravés de una criba con aspiracion, en el cual la céscara se retira
por medio de una corriente de aire que la lleva a un ciclon separador para su descarga final.

13} Seleccion: se separa el arroz palay del descascarado y e arroz moreno se envia a la torre de
alimentacién. Una vez separado el arroz moreno de la cascara, por medio de cribas oscilantes
inclinadas, los granos impios salen por el extremo inferior debido al mayor peso especifico y
por el extremo superior se queda la cdscara (con menor peso especifico)

14) Pulido en la maquina de blanqueo el grano se raspa por friccion para producir el pulido. El
pulido 2 nivel industria) se puede realizar en 2 tipos de maguinas' abrasivas y de friccion,
ambos tienen como principio retirar el salvado de arroz del arroz moreno, dando como producto
el arroz blanco.

La utlizada en este ¢caso es 'a maquina abrasiva que tiene como fundamento hacer pasar el
arroz moreno entre una malla metdlica, el salvado desprendido sale por una tuberia y los
granos blanqueados por otia.

15) Clasificado: se separa el grano de la harina.

16) Separado: esto se logra por medio de un separador alveolado donde se obtienen medios y tres
cuartos de grano en el tambor. Posteriormente se pasan por cribas donde se separan los trozos

mas pequefios a los que se les conoce como puntdlas, el arroz entefo y los quebrados de



mayor tamafio pasan a cilindros alveolados donde se separan Los granos guebrados
conservan la forma del medio grano, pero no llegan a tener su tamafio, por esto es conocido
como granilo, a esta maguina se le nombre clasificadora.
17) Pesado. se pesan los granos en la bascula dosificadora.
18) Almacenaje: se estiban los blancos en la bodega. (SEP/Trillas, 1993, Vazquez, S., 1987)
123 SUBPRODUCTOS DE LA MOLIENDA DEL ARROZ
Las cariopsides de arroz se recolectan con la cascara adherida, llamandose entonces arroz palay
{arroz con cascara). La cascara, que constituye un 20% del peso brute del arroz esta formada por
fas cubiertas forales lemma y palea. La cascara es rica en cefulosa (25%), lignina (30%),
pentosanas {15%) y cenizas (21%). Un 95% de la ceniza es de silice Las grandes cantidades de
hgnina y de silce son causa del bajo valor de la cascara.

El arroz moreno {arroz sin cascara), participa de la estructura general de fos demas cereales.
Las cariopsides no tienen surco, su longitud varia entre 5y 8 mm y el peso es de unos 25 mg. El
arroz moreno esta formado por pericarpio (2%), cubiertas de la semilla y aleurona (%), germen (2-
3%} y endospermo (89-84%). Como ocurre en los otres cereales, la capa de aleurana es la mas
exlemna del endospermo, aunque es eliminada, junto con el pericarpio y cubiertas de la semilla

formando el salvado de arroz (Hosenay R., 1991).



DIAGRAMA 2 Composicion de fas diversas capas def grano de arroz

laANO ENTERO (ARROZ PALAY)

FIBRA (lignina y celulosa)
| CASCARILLA I CENIZAS (Silice)
PERICARPIO
- PROTEINA, TIAMINA,
| SALVADO ' CUBIERTAS DE LA RIBOFLAVINA Y
SEMILLA Y ALEURONA NIACINA, ACEITE
I' GERMEN i

ARRCZ BLANCO O
PULIDO

!

*Hoseney R., 1991
La cascarilla se utiliza para la fabricacién de adobes, para alimento de los animales, como cama
para aves y lechos en los establos, en las artesanias y también para la fabricacion de sacos,
cestos, papel y triptay. {Takei, T. 1877)

E! arroz blanco o pulido se envasa en bolsas de 1Kg y se comercializa para consumo humang.



13 ANTECEDENTES DE PROTEINAS DE .0S CEREALES (METODOS DiE EXTRACCION)

El aisfameento y purificacion son requisitos necesarios para el estudic de una proteina, ya sea para

carasterizar su estructura o su funcién bioldgica. Para esto se requieren varias etapas diferentes,

cada una proyectada para eliminar una mayor proporcién de material que no se desea de la
fraccion de la etapa previa hasta que, finalmente la proteina deseada se obtiene en forma pura. Ya
que no hay un procedimiento universalmente aplicable a cada proteina, ta eleccion de cada etapa
debe delerminarse solamente sobre la base de ensayos y emores. La situacién mas deseable

implica ! menor nimero de operaciones para praducir un material puro. (Lew, E J.L, Houston, D.F.,

Fellers, D.A , 1975, Reyes, M.H., 1982, Saunder, R.M., 1974, Youseff, A.M., El Fouly, M.M., El-Baz,

F K, 1974).

Existen diversos métodos para fa cuantificacion de fas profefnas, todos elfas hasados en algunas de

sus propiedades fisicas, como pueden ser los palrones de adsorcién de las radiaciones

eleciromagnéticas de grupos arométicos, fa reactividad del entace peptidico, su contenido de
nitrégeno, etc., con sus respectivas ventajas y limitaciones de acuerdo con el alimente de que se

trate, la exactitud requerida, ia disponibilidad de equipo, etc., (Lehninger, 1989},

Se han realizado numerosas investigaciones para obtener y caracterizar aislados proteicos del

salvado de arroz en los cuales fue requisito indispensable obtener la fraccién proteica del salvado lo

més puro posibie para facilitar su identificacidn. Los métodos son los siguientes:

A) Extraccién alcalina de pH 7 & 12 durante 1h a 25°C con una relacidn solvente hatina de
salvado de 7.5.1. El solvente utilizado fue agua destilada ajustada a los pH's con NaOH
0.1M. Se obtuvieron fas condiciones Gptimas de extraccién a pH 11 con un rendimiento del
50.1% de proteina total. (Chen L. y Houston, 1970)

B) Se basaron en el trabajo anterior pero aqui la variabte fue et tiempo de extraccion de 1h a
2h, ademas de gue realizaron lavados de los extractos cbtenidos con etanol para remover .

residuos no preteicos; con este procedimiento 10s extractos obtenidos cambiaron de color de
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<)

D)

E)

F)

G)

cafe a crema y se obtuvo un rendimiento de un 76% (Lew E.J.L., Houston D.F. y Fellers
DA, 1975

Se realizé una fillracion en gel para las proteinas del grano de arroz exiraldas de tres
variedades diferentes: grano largo, mediano y corte  El trabajo desprende la presencia de
cuatro tipos de albuminas de 10,000, 26,000, 49,000 y 195,600 (g/mal) y fres tipos de
globulinas: 17,000, 76,000 y 135,000 (g/mol). (lwasaky T Y cols, 1982).

Se ust salvado de arroz desgrasado y con grasa, se realizo una solubilizacion de pH 2 &
10.5 en 3 medios de dispersion- agua destilada, 0.1My 1.0 M de NaCl; se midid viscosidad,
proteina soluble, propiedades emulsificantes y espumantes. Se observé que arriba y abajo
del punto isoeléctrico aumentaba la solubiidad de las proteinas; a concentraciones bajas de
sal disminuye la solubilidad y se presente alteracion de las propiedades funcionales. (Beray
Murkheje, 1989),

2 muestras de salvado de afroz fueron utilizadas, una de eflas tuvo un tratamiento térmico,
ambas se tamizaron. Los resultados mostraron que fa muestra estable (sin fratamignto
termico) presenté una baja extraccién a tamafios de particulas grandes (75 — 150 micras).
Ambas muestras tienen su maxima sofubilidad a pH 8 {71.5 y 50.9% respectivamente).
Ambas muestras fueron analizadas en un PAGE-SDS donde se abserva que la muestra
estable presenta bandas de 14 a 97 kDa, mieniras que fa muestra desestabilizada contiene
dnicamente bandas por debajo de 45 kDa, revelando 1a ausencia total de bandas de peso
molecular por arnba de lo 45kDa lo cual confirma la desnaturalizacion causada por
tratamiento térmico. {Gnanasambandam R Y Hettiarachhchy N.S., 1985).

Extraccién alcalina con salvado de arroz desgrasado. Solubilizaron a pH 7 y 12 con
rendimiento de proteina soluble de 33 y 82% respectivamente. {Prakash J., 1996).
Extraceion alcalina utilizando una solucion de NaOH 0.0875M a pH 12.5 — 13.5 2 23°C. Este
metodo tiene una recuperacién de material proteico de alrededor de 50 — 60% de proteina

total (Morita y cols , 1996}.
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H) Tratamiento con a-amilasa para remover el almidén presente en el salvado. Los
rendimientos de este método son del 80 ~ 0% de material proteico. Morita y cols., 1996.

1) Despues de extraer la grasa presente en fa muestra de salvado de arroz con éter etilico se
procedid a obtener la fraccién soluble por medio de cuatro solventes: 2% de NaCl, 70%
etanol, 0.1M de acido acético y 0.1M NaOH. (Hamada J.S., 1997).

)| Una fuerte discciacion con solventes compuesta de 0.1M acido acélico, 3M urea'y 0.01M
Bromuro de cetiltrimetilamenio {AUC), usando muestra de salvado desgrasado con butano,
Este método ofrece una recuperacién de material proteico del 77 ~ 80%. {Hamada J.S,,
1897).

14 PROPIEDADES FUNCIONALESDELAS PROTEINAS

GENERALIDADES

La funcionalidad de una sustancia se define, en un sentido muy amplio, como toda propiedad,

nutricional o no, que intervenga en su utilzacion {Bourgeois C.M., 1986, Fiigner K.L., 1991). Las

propiedades funcionales, denotan las caracteristicas gque gobiernan el comportamiento de fas
proleinas en los alimentos durante su procesamiento, almacenamiento y preparacién en tanto
afectan su calidad afimenticia y su aceptacidn (Kinsella, J.E., 1979, Kinsella, J.E., 1985 y Pomeranz,

Y., 1985).

En forma mas concreta, las propledades funcionales de las proteinas son las propiedades
fisicoguimicas que les permiten contribuir a las caracteristicas deseables de un alimento (Fox, P.F.
y cofs , 1983).

Las propiedades funcionales de las proteinas alimenticias, pueden clasificarse en tres grupos
principales:

Propiedades de hidratacién (dependiente de las interacciones protelna-aguaj)
Propiedades dependientes de las interacciones proteina-proteina

Propiedades superficiales
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El pnmer grupo incluye propiedades tales como la absorcion y la retencion de agua, hinchado,
adhesién, solubilidad y viscosidad (esta Glima se considera, frecuentemente como una propiedad
hidrodindmica).

El segundo grupe interviene en fenomenos tales como la gelificacion y formacion de otras
estructuras diferentes (fibras y pastas proteicas, por ejempic).

Et tercer grupo de propledades se refiere a la tensién superficial de emulsificacién y
caracteristicas espumantes de las proteinas.

El mejor conocimiento de la funcionalidad de una proteina, puede obtenerse cuando el
constituyente proteico del sistema tedrico a ensayar es una protelna unica, purificada y de
eslructura natural conocida. Aunque los aislado proteicos contienen menos constituyentes no
proteices. como fueran expuestos a tratamientos importantes, su estructura inicial y funcionalidad
pueden resultar afectadas

Algunas propiedades funcionales tipicas que desempefian las proteinas se enlistan a

continuacion {TABLA 12).
TABLA No. 12 Propledades funcionales y su utilizacién en sistemas alimenticios
PROPIEDAD FUNCIONAL | SISTEMA ALIMENTICIO MODO DE ACCION
SOLUBILIDAD Rebidas I?ﬁivatacwhn de proteinas dependiente del
ABSORCION DE AGUA Y|Cames, salsas, panes, |Enlazamiento de agua por puentes de H,
FIJACION DE AGUA pastales atrapamienfo de agua sin gofeo
EMULSIFICACION Embutidos, sopas, | Formacian y estabilizacion de emulsiones
pasteles grasas

ADSORCION DE GRASA 3;’;229 embutidos, } £z ci6n de grasa libre

Formacion de peliculas estables para
ESPUMADO Betunes, postres atrapar gas

Kinsella, 1979

141 HIDRATACION
La conformacion de las proteinas en solucién depende grandemente de las interacciones con el
agua La mayoria de los alimentos son sistemas sélidos hidratados con un comportamiento

fisicoquimico y reolégico que depende de la presencia de agua, asl como de la actividad de agua

(8w).
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Es importante considerar que tanio los aislados como los concentrados Proteicos secos deben
ser hifratados para su uso Las acciones de rehidratacion estan secuenciadas segun o postulado
en el siguente cuadro: CUADRO No.1

Accion de rehidratacion en concentrados y aislado proteicos secos
1 PROTEINA SECA
2. Adsorcién de moléculas de agua via
unioén en sitios polares
. Adsorcién de agua en multicapa

3
4. Condensacion de agua liquida
5. Hinchamiento

62. Solvatacion-dispersién 4__—L—>6b. Particulas © masas insolubles
1 hinchadas

7. SOLUCION
Adaptado de Fennema, 1985
Es de interés practico considerar esta hidratacion pregresiva ya que a ella estan ascciadas
muchas propiedades funcionales.
Del paso 1 al 4 estan relacionadas las siguientes propiedades: absorcidn de agua (también llamada
fiyacibn de agua, captacion de agua o afinidad al agua), hinchamiento, capacidad de mojado
{humectabilidad), retencion de agua (capacidad de contencion de agua), cohesién, adhesion.
Relacionadas al paso 5; dispersabilidad, viscosidad ( o poder de espesamiento).
E| estado final de la proteina, ya sea que quede soluble o nsoluble, parcial o totalmente, se
relaciona con otras propiedades importantes como:
La solubiidad, o la solublidad instantanea (donde los pnmeros 5 pasos se llevan a caho
rapidamente).
La gelacién que implica la formacién de una masa insoluble bien hidratada, aungue se
reauiere de inleracciones proteina-proteina muy especificas.
Y fas propiedades de superficie como emulsificacidn y espumade que necesitan un alto

grado de hidratacion y dispersion proteica ademas de olras caracteristicas.

24



FIJACION DE AGUA

La capacidad de fijacion de agua de las proteinas considera todos los tipos de agua de hidratacion
ademas de una fraccion de agua remanente, aun asociada con la protelna después de la
centrifugacion.

£ término agua fija {agua ligada) es usado ampliamente a pesar de no estar uniformemente
definida. Podria denotar aquelia agua que no se congela a una temperatura especifica, agua que no
esta disponible como solvente, agua gue muestra diferentes propiedades fisicas o agua que se
mueve con la macromolécula en una zona de sedimentacion. El agua fija es reaimente aquella agua
en la vecindad de una macromolécula cuyas propiedades difieren detectablemente de aquellas de
la fase de agua masiva en el mismo sistema (Kinsella, J.E. y cals., 1985).

La cantidad de agua fija en las proteinas oscila de 30 a 50g/100g de proteina; las proteinas
globulares y fibrosas parecen tener una hidratacién similar a pesar de las diferencias en
solubilidades,

Varios factores afectan la fijacion de agua en fas protefnas:

» Composicion de aminoacidos

« Conformacion proteica {forma, tamafio)
+ Topografia superficial

= Carga superficial y polaridad

« Concentracidn idnica

« Especies ibnicas: anidnicas o catidnicas
« pH

+  Temperatura



142 SOLUBILIDAD

Los datos sobre las caracteristicas de selubiiidad son muy dtites para poder deferminar las
condiciones optimas de extraceidn y purificacion de las protelnas, a partir de fuerzas naturales, asf
como la separacion de fracciones proteicas. Esto se debe al hecho de que el grado de insolubilidad
es, probablemente, la medida mas practica de la “desnaturatizacion-agregacion” proteica y porque
las proteinas que existen al comienzo en un estado desnaturalizado, parcialmente agregado,
muestran frecuentemente un descenso de capacidad de gelficacion, emulsién o formacién de
espumas.(Cheftel, J C., Cugq J.L., y Lorient, D., 1988).

La solublidad de una proteina es la manifestacion fermodindmica del equifibrio entre
interacciones proteina-proteina y proteina-solvente La sofubilizacion ocurre por la dispersion de las
moléculas de proteinas en el solvente. En otras palabras, la solubilidad esta directamente
relacionada con la naturaleza fisicoguimica de la superficie de la proteina, la cual a su vez es
influenciada por el patrén de plegamiento de la cadena polipeptidica. La solubilidad depende
principalmente del pH, la fuerza idnica, el tipo de solvente y la temperatura

La solubildad de las proteinas en agua es funcion de una gran cantidad de parametros Desde
el punto de vista termodinamico, la solubilizacion corresponde a la separacion de moléculas de
solvente, fa separacién de moléculas de proteina y la dispersion de estas ultimas en el solvente con
ta maxima interaccion entre la proteina y el solvente.

Para ser soluble una proteina debe ser capaz de interactuar lo més posible con el solvente (por
puentes de hidrogeno, enlaces dipolo-dipolo y &nlaces i6nicos).

» Influencia del pH
En valores de pH diferentes al punto isogléctiico la proteina se carga positiva o negativamente ¥ las
macléculas de agua pueden interacluar con estas cargas contribuyendo a la solubilizacion.

Mas aiin, las cadenas proteicas con cargas eléctnicas del mismo signo tienen una tendencia a

repelerse y a disociarse o desenvolverse



S la solubilidad de una proteina dada se grafica en funcion del pH, se obliene normalmente una
curva en forma de V o U, donde el mimimo corresponde cercanamente al pl Este compartamiento
indica cuales serian las mejores condiciones para disolver un numero de proteinas especialmente
de semillas.

Para poder utilizar Jas proteinas contenidas en las semillas se requiere de su extraccion por
medio de su disolucién. La solubtidad y por tanto ef rendimiento de extraccidn es mayor a valores
alcalinos de pH; de hecho, e numero de residuos cargados negativamente a valores de pH
mayores al pl {asp. y giu.) es mas grande que el nimero de residuos cargados positivamente a
pH's menores del p! {lis, arg e his).

{.a solubilidad vy extractabilidad a pH's alcalinos {o neutros} puede mejorarse incrementando la
carga eléctrica neta de fas proteinas. Es posible hacer reaccionar pioteinas con moléculas
anfipolares gue tienen zenas hidrofbicas y ionizadas, como dodeciisulfate de sodio, en cuyo caso
los residuos hidrofobicos de aminoacidos se convierten en acarreadores de cargas negativas.

Para valores de pH no lejanes al pl, 1as moléculas de proteina muestran minimas interacciones
con agua y sus cargas netas son suficientemente pequefias para permitir a las cadenas
polipeplidicas acercarse una a otra. A veces se forman agregados y esto puede llevar a [a
precipitacion proteica. La velocidad de precipitacién se mejora cuando las densidades de masa de
ios agregados difieren grandemente de las del solvente y cuando los diametros de los agregados
nuevamente formados son grandes.

+ Fuerzaibnica

Los 1ones de sales neutras, a molaridades del orden de 0.5 - 1M puaden incrementar la solubitidad
de las proteinas. Este efecto se denamina “salting in” {solubilizacién por salado). Los iones
reaccionan con las cargas de proteinas y disminuyen la atraosion electrostatica entre cargas
opuestas de las moléculas vecinas Ademas la solvatacion intrinseca de estos iones sirve para
incrementar la solvatacion de las proteinas y por tanto, aumentar su solubilidad.

Si la concentracidn de sales neutras es mayor a 1M, la proteina disminuye en solubilidad, lo que

puede ferminar en precipitacion (Cheftel, J C. y cols., 1989) Este efecto se denomina “salting out”



{insolubsizacion por salade) y resulta de la competencia entre la proteina y los 1ones salinos por las
moléculas de agua necesarias para sus solvataciones respectivas. Por tal motivo, las interacciones
protelna-proteina se vuelven més poderosas gue las Interacciones proteina-agua y esto puede
anginar una agregacidn seguida de precipitacion de las moléculas de proteina.

+ Influencia de la temperatura (a'pH v fuerza ibnica constantes)

Como regla, 1a solubilidad de fas proteinas aumenta con [a temperatura entre G y 40-50°C. Arnba de
estas temperaturas, el movimiento molecular es lo suficieniemente fuerte como para romper los
enlaces involucrados en la estabilizacién de estructuras secundarias y terciarias.

Esta desnaturalizacién es frecuentemente seguida por una agregacidn, en cuyo caso la
solubilidad de la proteina se torna menor que la de la proteina nativa. Sin embargo, la capacidad de
la proteina agregada para fyar agua se modifica solo levemente, a veces incluso se Incrementa,
principalmente pro adsorcion de agua en los capilares del coagulo o gel resultante.

CUADRON.2 .
Clasificacion de las proteinas basada en fa solubfiidad

SOLUBILIDAD NOMBRE EJEMPLOS

Albimina de suero, albimina de
Protetnas solubles en aguaapHde 6.6 ALBUMINAS huevo, o-tactalblmina

Proteinas solubles en soluciones diluidas de GLOBULINAS p-lactoglobulina

sal, pH7
Proteinas solubles en 70% de etanol PROLAMINAS Zeina y gliadina
Protelnas insolubles en los antenores y GLUTELINAS Del trigo

solubles en acidos (pH 2) o dlcalis (pH 12)
Bourgeios, 1986

Desde el punto de vista practicb y tecnolégico, es importante recalear los siguientes aspectos:

A) Las caracteristicas de solubilidad son Utiles para determinar las condiciones optimas de
extraccién y purificacién de proteinas a partir de fuentes naturales.

&) La solublidad es un buen indice de fas aplicaciones patenciales de la proteina, ya que su
grado de insolubilidad es 1a medida méas practica de su desnaturalizacién proteica y de su
agregacion. Hay una refacidn entre las proteinas inicialmente existentes en estado
desnaturalizado y paicialmente agregado y su capacidad para participar en la gelacion,

emulsificacion y espumacdo.
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C) Lasolublidad se ve marcada e irreversiblemente reducida cuando se involucra catentamiento
{Zayas, J F., 1894).

143 EMULSIFICADO

La capacidad de las proteinas para actuar como surfactantes y estabilizadoras de espumas y

emulsiones depende de su habilidad para adsorberse en una interfase (aire-agua y agua-aceite).

Esta adsorcion reduce la tension superficial, ya que la proteina forma una pelicula coadhesiva entre

las dos fases.

La adsorcién de la proteina en las interfaces aire-agua y agua-aceite ocurre por un praceso de
difusitn controlada; la velocidad de adsorcién depende del tamano y forma de la molécula, de la
viscosidad del solvente y de la temperalura. Esta difusidn se facilita por el batido o la
homogengizacion (Kinsella, J., 1982, Kate, A, 1991, Zhy, H. Y Damodaran, S., 1994)

Las emulsiones son dispersiones de dos Hquidos inmiscibles, uno de los cuales se encuentra
bajo la forma de pequefias gotitas dispersas en el olro liquido que constituye la fase continua
dispersante (Cheftel y col., 1989).

tas protelnas se absorben en la interfase entre las gotitas de aceite disperso y la fase acuosa
continua, y aportan propiedades fisicas y reologicas (espesamiento, viscosidad, elasticidad-rigidez)
que determinan la resistencia de las golitas a la coalescencia. Asi mismo, 5egin el pH, se puede
producir la ionizacion de las cadenas laterales de los aminoacidos vy esto aporta fuerzas de
repulsién electrostalica que favorecen la estabilidad de {2 emuision.

La funcion de las proteinas como agentes emuisificantes se mide por diferentes parametros
{Fligner, K. y Mangino M., 1991):

1 Estabilidad de Emulsién (ES), es el mantenimiento de una estructura y textura homegéneas del
sistema. Esto se debe a la presencia de una capa interfacial eslabls, constituida por una
pelicula de proteinas adsarbidas, que se pponen fisicamente a la coalescencia de las gotitas.
Hay varias técnicas para determinar la estabilidad de emulsion, como la medigién del grado de
separacion de aceite o crema de la emulsién durante un periodo de liempo, a una temperatura

y gravedad determinadas.
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2 indice de Actividad Emulsificante {IAE), se expresa como el area de interfase {determinada por
mediciones de turbidez) estabilizada por unidad de peso de proteina.

3 Actvidad de emulsificacion (AE), es el drea de superficie tolal de la emulsidn

4 Capacidad de emulsificacion (CE), es la maxima cantidad de lipido emulsificado por una
dispersion proteica, El aceite se agrega en una proporcién dada a una dispersion de proteina
hasta que la viscosidad disminuye u ocurre una inversion de fases.

« Factores que influencian la emulsificacion

Las emulsiones son mezclas termodinamicamente inestables de sustancias inmiscibles. Cuando el

agua y un lipido se mezclan hay una fuerte répulsién que limita su contacto y ocurre una separacion

de fases.

Las proteinas estabilizan emulsiones Cuando los grupos hidrofdbicos se ponen en contacto
minima con el agua para dar un estado energéticamente favorable, se origina una estructuracion
ordenada de moléculas de agua lo que restilta en (a formacion de pequefias gotas.

Se cree gue la adsorcidn de proteinas en [a interfase ocurre en tres fases (Fligner, KL. y
cols , 1983).

a) La proteina natva se difunde a la region de contacto donde penetra a la interfase y resulta
una desnaturalizacion de superficie.
b) La proteina adsorbida se rearregla para formar el estado de menor energia insertando
grupos hidrofébicos en la fase oleosa.
c) Se forma una capa de proteina alrededor de los glébulos de grasa.
La adsorcion de proteinas en las interfases puede variar por factores como la flexibilidad
conformacional, fa hidrofobicidad y la viscoelasticidad de la capa interfacial.
Los cambios en el pH y la fuerza inica pueden afectar las propiedades de hidrofobicidad
alterando la conformacion proteica
Existe una comelacian entre la hidrofobicidad superficial y 1a actividad de emulsificacion: una afta

hidrofobicidad y una aita solubilidad serian importantes para unas propledades de emulsificacién



épimas {medidas como IAE). Por otro lado, las proteinas parcialmente desdobladas que exponen
sus grupos hidrofobicos resultan en mejores propiedades de emulsificacion.

+ Las proteinas como estabilizantes de emulsiones alimenticias.

Un grupo numercso de productos alimenticios esta constituido por emulsiones: leche, cremas,
helados, mantequilla, queso fundido, mayonesas, embutidos, etc., donde los constituyentes
proteicos tienen, frecuentemente, un papel preponderante en la estabilizacion de estos sistemas
coloidales. La emulsion natura) de la leche esia estabilizada por la membrana de gldbulos grasos
que esta formada por capas sucesivas adsorbidas de triglicéridos, fosfolipidos, lipoproteinas
insolubles y proteinas solubles.

Las proteinas se absorben en la interfase y aportan propiedades fisicas y reclogicas
{espesamiento, viscosidad, elasticidad-rigidez) que determinan la resistencia de las particulas a la
coalescencia. Asi mismo, segun el pH, se puede producir la ionizacibn de las cadenas laterales de
aminoacidos y esto aporta fuerzas de repulsion electrastatica que favorecen la estabilidad de la
emulsion

Generalmente, las proteinas son estabilizantes mediccres de las emulsiones aguafaceite. Esto
puede atnbuirse a la naturateza fundamentalmente hidrofila de fa mayoria de las proteinas, lo que
hace que la mayor parte de una molécula proteica adsorbida se encuentre en la zona acucsa de la
interfase {Cheftel, J.C., y cols., 1983).

144 ESPUMADO

La formacion de espuma es similar a la emulsificacién. Para que ocurra Ja formacion de la espuma,
1as moléculas, las moléculas de agua tienen que rodear burbujas de aire. Cuando fas moléculas de
agua son forzadas al contacto con aire refativamente no polar, tienden a ordenarse, lo que resulta
en una alta tension superficial y una alta energia en la superficie Las proteinas decrementan esta
energia al interactuar con ambos: aire y agua.

Las espumas Inicialmente contienen un gran nurmero de celdas pequenas de aire separadas por

una capa Interfacial absorbida y de zonas de solucion acuosa. Cuande la espuma transcurre, la
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fase acuosa se drena y las celdas de aire se acercan unas a ofras. Sin embargo, la presencla de la
capa interfaciat coniinua dando estabilidad aun después de un drenado considerable.

Durante el batido, las regiones hidrof6bicas de las proteinas interactian con ¢l aire y causan el
desdoblamiento y exposicion de los grupos hidrofobicos escondidos. Esto baja la tension superfictal
que permite fa creacion de mas burbujas.
+«  Mecanismo y estruciura
Las espumas o batidos alimenticios son dispersiones de burbujas de gas en una fase continua
liguida o semistlida que contiene un surfactante soluble. En numerosos casos, el gas es aire o
eventualmente gas carbonico y Ia fase contintra una solucion o suspension acuosa gue centiene
proteinas

En las espumas o batidos, hay una fase continua de capas liquidas delgadas, llamadas
laminillag, que separa las burbujas de gas. La interfase gas/liquido puede alcanzar 1m?® por mL de
liquido. Al igual que en fas emulsiones, se necesita energla mecanica para crear esta interfase,
Normalmente para mantener la interfase y evitar la coalescencia de las burbujas se necesita la
presencia de agentes que bajen Ia tensién de la interfase (tension superficiat de la fase liquida, si es
aire) y formen una barrera protectora elaslica entre las burbujas de gas alrapadas. Algunas
proteinas pueden formar una pelicula protectora que se adsorbe en la interfase gas/iguido, en cuye
casp, la laminifa entre dos burbujas proximas esta consfituida por dos peliculas proteicas
separadas por una delgada capa hquida.

Las burbujas de gas de una espuma pueden variar mucho de tamafio, oscitando de un diametro
de ipm a algunos centimetros, a causa de numerosos factores tales como la tension superficial y
viscosidad de 1a fase Jiquida, el aporie de energia, etc. Normalmente, una distribucion uniforme de
burbyjas pequefas, da al almento suavidad y ligereza, asi como un aumento de la dispersién y
perceptibiidad de aromas.

Para estabilizar las espumnas son tres los factores més importantes que intervienen:

« una baja fension entre fases

« una aMta viscosidad de Ia fase liquida
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» I3 presencia da pelicutas de proteina adsorbidas resistentes y efasticas
La proteina espumante ideal debe poseer gran superficie hidrofébica, buena solubilidad y baja
carga neta al pH del producte afimenticio. Debe ser también faciimente desnaturalizable. Se
pueden formar espumas estables cerca del punto isoeléctrico de 1a protefna donde la repulsion
electrostatica es minima. Con algunas proteinas se observa un aumento de la estabilidad de la
espuma, incluso a valores extremos del pH, debido probablemente al aumento de la viscosidad.

Las sales pueden influenciar en la solubilidad, viscosidad, desdoblamiento y agregacion de las
proteinas, por lo que pueden alterar las propiedades espumantes. A menudo, el NaCl aumenta la
perdida de liquidos y reduce la estabiidad de las espumas. Esto se debe, probablemente, a un
descense de la viscosidad de a solucion proteica. Los 1ones Ca++ pueden mejorar la estabilidad al
formar 1ones entre los grupos carboxilicos de la proteina.

La sacarosa, y ofros azicares reducen la expansion de la espuma pero mejoran su estabilidad,
porque aumentan la viscosidad global de fas espumas.

Con concentraciones minimas de lipidos contaminantes (tan solo con 0.1%) se aiteran
fuertemente las propiedades espumantes de |as proteinas

+« Establlidad de la espuma

La estabilizacion de una espuma requiere condicianes independientes de las necesarias para la

formacién de ja misma. Tales condiciones pueden ser:

a) La formacion de una pelicula proteica espesa, cohesiva, elastica, continua & impermeable al
aire, en torno a cada burbuja de gas. Se considera que las proteinas globulares de masa molar
elevada, que se resisten parcialmente al desdobtamiento en superficie, produciran peliculas
adsorbidas sélidas, con buenas propiedades reolégicas superficiales y peliculas muy estables.

b} Para la formacion de estas peliculas estables, tienen que asoclarse ente si en la interfase
varias capas de proteina parcisimente desdobladas, mediante interacciones hidrofobicas ¢
posiblemente por interacciones de puentes de hidrégeno © elecirostaticas. Aparentemente,
debe existr un equilbrio critico entre la capacidad de la proteina a sufrir inferacciones

sntermolecutares coheswvas que permitan obtener peliculas estables y ta tendencia de las
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proteinas a asociarse entre si, o que motiva una agregacion excesiva y la ruptura de las
farminiftas.

La proteina debe adsorberse fuertemente en la interfase airefagua mediante interaccrones
hidrofobicas, para evitar Ia desorcion de la proteina y por tanto, la perdida de Ifquido.

Se necesita una flexibilidad y movilldad de las moléculas proteicas que sea suficiente para
contrarrestar las fuerzas de deformacian, la extensidn de la interfase y la fragilidad de las
laminillas. Cualquier extension en la inferfase provoca una disminucion de la concentracién de
moléculas adsorbidas en ella y un aumento de ta tensién interfaciak.

Las protelnas deben ser capaces de emigrar de una region de tension interfacial baja hacia otra
regién de tension interfacial elevada, englobando entre ellas las moléculas de agua
subyacentes y restableciendo asi el espesor inicial de la laminilla: efecto Marangoni; es decir,
que las cadenas laterales o los haces polipeptidicos polares de la pelicila proteica fien el agua

de ias laminillas y disminuyan la perdida por salida de liquidos.

145 OTRAS PROPIEDADES FUNCIONALES

AGREGACION

Sus reacciones afectan a modificaciones que alcanzan el nivel de subunidades o de la molécula de

proleina.

COAGULACION

Reacciones de agregacién no ordenadas que se producen con desnaturalizacién y en las que

predominan las reacciones de agregacion o las interacciones proteina-protelna con relacion a las

interacciones proteina-disclvente, esto conduce a fa formacién de un gran coagule.



146 PROPIEDADES FUNGIONALES Y SU RELAGION CON LA ESTRUCTURA Y FUNCION
DE LAS PROTEINAS

En estas propiedades de las proteinas se relacionan las caracteristicas fisicoquimicas y

estructurales, tales como tamario, forma, composicion y sepuencia de aminoacidos, carga neta,

distnbucion de cargas, relacion hidrofobicidad/hidrofilicidad, esteucturas, secundaria, terciaria y

cuatemaria, y los ¢ambios en la estructura de toda la molécula por condiciones ambientales

{Damodaran, S., en Hettiarachchy y Ziegler, 1994).

1.a composicion de aminoacidos de las proteinas también tiene refacién sobre las diferentes
propiedades funcionales. Las proleinas que tienen un alto contenido de prolina tienden a existir en
un estade desordenado. La distibucién uniforme de estos residuos en la secuencia de aminoacidos
efectivamente excluye la formacién de estructuras ordenadas, tales como alfa hélice u hojas-beta.
£n general las proteinas con una alta flexibilidad exhiben multiples propiedades funcionales, tales
como gelatinizacion, espumado y propiedades emulsificantes (Damedaran, S., en Hettiarachchy y
Ziegler, 1894).

La hidrofobicidad es una de las vanables estructurales mas importantes utiizadas para predecir
13 funcionalidad de proteinas alimenticias, ya que puede prever la relacion entre estructuras y
actividad o reactividad. La hidrofobicidad guarda relacién con la solubilidad y la frecuencia de carga,
asi como con la tension interfacial y la actividad de emulsificacion {Nakai y col., 1991).

La forma y distribucién de las zonas polares y no polares en la superficie proteica determina
significativamente las diferentes propiedades funcionales, tales como la sclubilidad, la tendencia
para formar estructuras cligoméricas y micelfares, asi como las propiedades de superficie activas.

Las diferentes propiedades funcionales de las proteinas afimentarias son manifestaciones de
dos aspectos moleculares (Damodaran, 1988). la superficie de la proteina (y propledades
relacionadas) v las propiedades hidrodinamicas. Las propiedades funcionales que son afectadas
por estos aspectos moleculares se enlistan en la siguiente tabta. Las propiedades refacionadas con

ta superficie son gobernadas por fa hidrofobicidad, fa hidrofilicidad y las propiedades esténcas de la
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superficie proteica Las relacionadas con las propiedades hidrodinamicas son gobernadas por su

tarmafio, forma y fiexibilidad

TABLA No. 12

Propiedades Funcionales de Protelnas Alimentarias en relacién con su comportamiento molecular

Relaclonadas con la Superficie de la Proteina | Relacionadas con las propiedades
hidrodinamicas

Solubllidad Viscosidad

Humectabilidad Capacidad espesante

Dispersabililad Gelatinizacion

Espumado texturizacién

Emulsificado

Relencion de grasa y sabor

{Damodaran, S., en Hettiarachchy y Ziegler, 1984)

El conocimiento actual de las propiedades funcionales se basa en la conductz individual de
proteinas en sistemas modelo simples. Los resultados obtenidos de tales modelos a menudo fallan
en la prediccion de su conducta en alimentos reales preparados bajo procesos industriales. Los
cambios conformacionalss que ccurren bajo las condiciones del proceseo industrial y la interaccion
de las protelnas con otros constituyentes de los alimentos, a menudo hace imposible el trasladar los
resultados del sistema modelo para predecir la conducta de proteinas en un sistema complejo de
alimentos (Harper, 1984, Dewit, 1889, en Heltiarachchy y Ziegler, 1984).

La importancia de las propledades funcionales de componentes basicos en alimentos depende
del tipo de alimentos por ejemplo, emulsiones fiuidas, polves, salsas emulsificadas o pastas. La
solubilidad de la proteina, la retencion de agua, la capacidad emulsificante y la capacidad de unir
grasa de la proteina como un componente basico de alimentos determina la calidad {jugosidad,

textura, adherencia, apariencia) y el rendimiento def producto finaf (Zayas, J.F., 1994},
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7

CONCLUSIONES DE INVESTIGACION TEORICA

En resumen podemos decir que el salvado de arroz es una buena fuente de proteinas (enfre un 14
— 18 %) pero también presenta en su composicién una considerable cantidad de Ifpidos (mas del
17%) que pueden provocar descomposicion por accién de lipasas presentes que pueden provacar
una iiberacion de radicales libres per medio de la oxidacion de acidos grasos, estos pueden
modificar las caracteristicas fanto fisicas como quimicas del salvado; la presencia de grasa en el
salvado de arroz interfiere con la extraccion y purificacion de tas proteinas pero le confiere al
sistema propiedades funcionales Interesantes {como emulsificantes), por oiro lado, se fiene en
mayor proporcian a los carbohidratos solubles los cuales contribuyen a la formacidn de complejos
carbohidrato — proteina (que son dificiles de separar).

La homogeneizacion del tamario de particula y el procedimienfo de desgrasado de la muestra
resulta un pape! fundamental para una mejor manipulacién y manejo del salvado asl como para la
obtencién de mejores rendimientos de proteina.,

Los métodos de exiraccion y obtencion de proteinas del salvado se limitan a la solubilizacion de la
materia pima en soluciones alcalinas ( entre pH 8 y 10) debido a que a estos pH's se obfienen los
mayores rendimientos de proteina solubles. Las diferentes fracciones proteicas del salvado de
arroz son: glutelinas (solubles en alcalis como NaOH), globulinas (solubles en soluciones salinas
dituidas), albUminas (solubles en agua a pH's alcalinos) y prolaminas (solubles en  solubles en
etanol al 70%) lo cual permite una extraccion secuencial que resulta mas selectiva.

La optimizacién de las técnicas de extraccion cansiste en variar fos tiempos, el tiempo, el fipo de
solvente, la relacion harina.solvente durante la solubilizacién del salvado de arroz; estos
procedimientos continian estudiandose y se mantiene el interés por el estudio de las proteinas
presentes en el salvado de arroz debido a que este subproducto de la industria arrocera representa
rmiles de toneladas por afto que repercuten en perdidas de miles de millones de pesos y se busca la
forma de aprovechar y utitizar este tipo de materia prima la cual representaria inversiones extras de

dinero y una reduccion considerable en fa contaminacion de este tpo de industrias, el estudio
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prosigue en buscar metedologias sencillas y rapidas que permitan la extraccion y obtencién de
componentes de interés (proteinas), estudiande sus propiedades funcionales, asi como su

aplicacién en sistemas alimenticios.

38



OBJETIVO GENERAL

CARACTERIZAR LAS PROPIEDADES FUNCIONALES Y ELECTROFORETICAS DEL AISLADO

PROTEICO DEL SALVADO DE ARROZ TIPO MILAGRO-FILIPINOG.

oy

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar hioguimicamente la materia prima {proteina, grasa, humedad, cenizas, fibra cruda
y pH)

Evaluar la solubildad de las proteinas a diferentes pH's y con diversas condiciones de
extraccion {disolvente, tiempo, rel. harina-agua).

Elaborar un analisis electroforético en geles de poliacrifamida-SDS de las protenas solubles
presentes en el salvado de arroz vs pH

Realizar la extraccion de las proteinas del salvado de arroz.

Evaluar las propiedades funcionales del salvado de arroz asl como las del aislado proteico del
salvado de arroz: solubilidad, capacidad de absorcién de agua y de aceite, humectabilid‘éd,
capacidad y estabilidad de la espuma, estabilidad e Indice de actividad emulsificante,

coagulacion y agregacion de protelnas
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CAPIiTULOG I
METODOLOGIA
21 CARACTERIZACIONDELAMATERIAPRIMA
Para e} desarollo experimental de este trabajo se utiizé salvado de arroz de la variedad denominada
Milagro-Filipmo proporcionado por la Comparifa Arrocera Covadonga S.A, de C.V. Se almacend en
recipientes de 10Kg, herméticos, no translicidos y se guardaron a 4°C en total oscuridad para evitar
posible deterioro por contaminacion microbiana o descomposicion de grasa.
211 Homogeneizacidn de la materia pnma
La muestra se molid manualmente en mortero de porcelana, se tamizé con malla No. 60, cuantificandose
el rendimiento
212  Desgrasado
E! salvado de arroz se desgraso por lotes de acuerdo a la técnica del A O.AC., 1593 (3 lavados) con
Hexano (reactivo Baker} en una relacion de harina-hexano de 1:8 para el primer lote, el segundo y tercero
se feahizd de 1.4 con agitacidn magnética constante y a temperatura ambiente, estas relaciones provocan
que en la primera extraccidn se logre obtener la mayor cantidad de grasa presente en la muestra y las
siguientes para recuperar fa grasa residual y la harina se seco a temperatura ambiente para terminar de
volatilizar el hexano Finalmente, para estandarizar el tamafio de particula se tamiz6 con malla No. 40,
213,  Analisis Proximal de la materia prima
Se llevaron a cabo las siguientes determinaciones, de acuerdo a los métodos de la AOAC (1989)
Determmnacién de humedad, contenido de cenizas, proteina cruda, grasa cruda o extracto
etérea por el méfodo de Soxilet y determinacion de fibra cruda La determinacion de los
carbohidratos totales se obtuvieron por diferencia
Las determmaciones se efectuaron sobre el salvado nativo (materia prima), el saivado
resuitante de la homogeneizacion y desgrasado {para observar si el tamafic de particula
afectaba los analisis gquimicos y si el procedimiento de molienda yfo tamuzado causaban
alguna perdida de nutrimentos y al aislado obtenido por el método quimico (para observar la

eficiencia de la extraccion y verficar si los demds nutrimentos sufrieron alguna modificacion)
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En todos tos casos se realizé por triplicado cada determinacion, se obtuvo un promedio  |as

tres mediciones asi como su desviacén esténdar.

214 Analisis microbiologico

Se realizd |a deteccion de coliformes totales, mesdfilos aerobios y hongos y levaduras, estas
pruebas se realizaron tanto a la muestra de salvado native como al aislado obtenide por

extraccion quimica. (NMX-F-254, NMX-F-253 y NMX-F-255-1982, respectivamente).

215  Determinacién del pH

22

Una suspension al 10% de salvado nativo y de aislado se mezcld con 50mL de agua
destlada pH 7 con agitacién magnética durante 30minutos a 20°C y su valor de pH se
registed con un potenciometro Orion (AQAC, 1984).
La evaluacion de pH se hizo pos triplicado para cada muestra y se obluvo el promedio y
desviacion estandar.

SOLUBILIDADDELASPROTEINASDEL SALVADO DEARROZ
22a Curvas de solubilidad en funcion def pH
La solubifidad de las proteinas se determiné de acuerdo a ta esfrategia propuesta por
Popineau y col. (1888). Se preparo una suspensién del salvado de arroz molido desgrasado
y tamizado con un nivel de proteina det 1% (pfv) en un volumen de 30mL de disolvente, y se
ajusto a diferentes valores de pH, desde 2 hasta 12, con HCl 1N {Merck} y NaOH N
{Baker)
E! valor de pH se registro con un potenciémetro marca Orion. Esta suspension se agitd
orbilaimente a 120 r.pm. durante 30 minutos a una temperatura de 32°C. Se ajusto de
nuevo el pH, se aford y se agito por 30 minutos mas. Enseguida se registro el valor de pH y
se procedit a determinar la solubikdad de las proteinas en el sobrenadante por la técnica de
Lowiy-SDS (Pelerson, 1877), tras centrifugar la suspension a 10,000 r.p.m. por 30 minutos

en una centrifuga Beckman J2-MC.
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DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE:

a) SOLUBLE. Se llevo a cabo por el método modificado de Lowry-SDS, cuyo principio es
la reaccién de las protelnas con el ion Cu(+) en medio alcalino. EI color azul se
potencia con el reactivo Folln. La absorbancia se lee a 750nm. (VER TEGNICA ANEXO
).

b) INSOLUBLE. Considera un paso previo de solucidn alcalina a 100°C de las proteinas
de las muestras. Posteriormente el método de Lowry de scuerdo a lo reportado por
Garcla y Vazquez (1988).

Los disolventes fueron seleccionados de acuerdo a los trabajos referidos en fa pagina 20:
)] Agua destilada
0] NaCi 0.05M
i) NaCl 0 1M
iv) NaCl 0.5M

Los dalos obtenidos por Lowry-SDS para cada pH se sometieron a un andlisis de varianza

con el paquete estadistico Statistics Program Social Sciences (SPSS).

22b Electroforesis

La separacion de proteinas se llevé a cabo por el método SDS-PAGE (efectroforesis en gel

de poliacnlamida con SDS) reportado por Laemmli (1970). Bajo estas condiciones

desnaturalizantes, la migracién de las protelnas se determina por peso molecular, no por
carga El SDS es un detergente que confiere a las proteinas una carga neta negativa. Este
efecto, unido al tratamiento con un agente reductor (B-mercaptoetancl), hace que las
proteinas se comporten como particulas lineales con igual densidad de carga. El pH del

sistema se amortigua con buffer de Tris a pH 6.8.

£l gel de pohacnlamida consta de dos zonas una zona de concentracion {4% acrilamida, pH

6 8) y olra donde se |leva a cabo la separacion de fas proteinas {10% acrilamida, pH 8.8). Es

importante hacer notar que durante la electroforesis las proteinas no se dafian.
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Todas las muestras analizadas, provenientes de las curvas de solubilidad con agua destilada
y NaCt al 0.05, 0.1 y 0.5M, tuvieron una stapa de concentracion previa a la electroforesis
para lo cual se evaluaron cuatro metodos de concentracion de muestras:

A) Dialisis con glicerol. Las muestras de protelna soluble son vaciadas en bolsas de dialisis
marca Spectraper, Arthur Thomas Company (membrana tubular, de exclusitn de 12,000 Da)y
sumergidas en un vase lleno de glicerol. Por diferencia de concentraciones dentro y fuera de la
bolsa de didlisis se concentra la muestra (fendmeno de dsmasis).

B) Sistema de ultrafiltracién en celdas marca Amicon. A la celda se le coloca una membrana
¥#M 100 con un tamafio de poro de 100, 000 D donde se encuentra la muestra, esta membrana
permite eliminar los compuestos menores a este PM y permite pasar el paquete proteico
mediante una presion positiva con gas nitrégeno.

C) Precipitacién con TCA. A la muestra de proteina solubfe se fe agrega TCA al 50% es
sometida a centrifugacion a 10 000 r p.m. {en una relacién de 1l de muestra por 250 OL de
TCA) posteriormente se incuba durante 3hr a temperatura ambiente (precipitacidn de las
proteinas); por ultimo, el precipitado es lavado con acetona y nuevamente sometido &
centrifugacién para eliminar residucs de TGA.

D) Spin Vac. Es un aparato que sigue el fundamento de la centrifugacion con evaporacion. Las
muestras son colocadas en tubos eppendorfs de 2.5mL y se llevan a secar en el Spin Vac. Se
toma el tempo requendo para la eliminacién del 97% del agua presente en cada muestra.

2.2c¢ Ajuste de condiciones para la extraccion de los patrones de las proteinas

Con los resultados oblenidos del analisis estadistico y los patrones de electroforesis
reatizados con cada disolvente a diferentes pH se evalué el efeclo de la relacion
harina/disclvente asi como el efecto del tiempo de extraccion sobre la solubilidad de las

proteinas del salvado de arroz, segun los siguientes diseiios experimentales:
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1) Efecto de la relacidn harina/disolvente
*»  Disolvente: agua destilada
« pH 10
s Ternperatura: 30 — 35°C
¢ Relaciones: 1115, 1730y 1/45
s Agitacion a 150 r.p.m.
in Efecto del tiempo de extraccion
«  Disolvente: agua destilada
e pH 10
»  Temperaiura 30 ~ 35°C
v Relacianes. 1/15, 1/30y 1/45
»  Tiempos: 20, 40 y 60minutos (para cada relacion harina-agua)
Los datos oblenidos de estos diseios fueron sometidos a un andlisis de varianza con el
paquete estadistico Stafistics Program Social Sciences (SPSS).
23 AISLADO PROTEICO DEL SALVADO DE ARROZ
2.3 1 PASTEURIZACION DEL AISLADO PROTEICO
Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas de extraccian (pH, disolvente, tiempo, temperatura, relacién
harina-agua), se procedid a realizar 1a solubilizacion de las proteinas del salvado de arroz en cantidades
mayores (aproximadamente 1Kg de harina); el sobrenadante obtenido del procese de exlraccion se
ajustd a pH 7 con HCI TN, A confinuacion se realizé un {ratamiento térmico a 62.7°C durante 3¢ minutos
con el fin de reducir la cuenta de microorganismos presentes en la muestra, por Gltimo, €1 sobrenadante
{contenido en mairaces Erlenmeyer de 500mlL con aproximadamente 300mL del hquido) ya pasteurizado
se somelit a ultracongelacion con un bafio de acetona y hielo seco {choque térmico) que posteriormente

fueron guardados en un congetador a —40°C previo a su proceso de lofilizacion.

44



232 LIOFILIZACION

tas muestras congeladas fueron secadas en una liofiizadora LABCONCO FREEZE Drive Sistem-

Freezone 4 5 la cual elimina el agua presente en la solucion proteica por medio de una bomba de vacio a

bajas temperaturas (fenomeno fisico de secado subilimacion} lo que permite concenirar los demas

componentes existentes en la muestra. Cada 1.2L de liquido tarda en secarse entre 3y 4 dfas.

24 DETERMINACIONDE PROPIEDADES FUNCIONALES

t.as metodologias empleadas para determinar algunas propledades funcionales fueron aplicadas tanto a

la harina de arroz desgrasada y tamizada como 2l aislado proteico obtenido bajo las condiciones ideales

que se enconiraron con Ies experimentos anteriores.

A} Capacidad de absorcidn de agua (CAA) y de aceite (CAO} (Quinn y Paton, 1979). Es la cantidad
maxima tanto de agua como de acete que un gramo de muestra es capaz de retener en su
estructura interna. La capacidad de absorcion se expresa en mbL de agua absorbidaly de muestra ¢
mt de aceite absorbido /g de muestra (VER TECNICA ANEXO 1f)

8) Solubiidad (Popineau y col, 1988). Esta propiedad descrita en (2 pagina 26 consiste basicamente en
observar dentro del rango de pH ya establecido anteriormente las proteinas que son solubles en cada
punto y medir rendimientos con el método de Lowry-SDS. (VER TECNICA ANEXO I}

C) Humectabilidad. {Balmaceda E.A., 1984) Es una medida meramente cualitativa de la afinidad de una
muestra (solida) al contacto con el agua, observando que tan dispersa puede encontrarse despues
de un determinado tiempo; verificando posteriormente cual es la homogeneidad de ambas fases en el
equilibno de fa solucién .(VER TECNICA ANEXO 1)

D) indice de Actividad Emulsificante (IAE) (Pearce y Kinsella, 1976). Se prepararon suspensiones de
salvado en que se varia la concentracion de protefna desde 0.1% a 5% (p/iv), a pH 7. EI 1AE se
determint tras mezclar tres partes de la suspension de! salvado de arroz con una parte de aceite. La
emulsién se realiza con agitacion mecénica intensa en un homogeneizador a 20,500 r.p.m durante
30 segundos. La emulsion preparada se diluye en una solucion de SDS 0.1%-NaCl 0.1 M Ph 7, y la

turbidez de esta dilucion se Jee a 500 nm en el espectrofotémetro (Perkin Elmer modelo Lambda 3
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El IAE se calcula de fa siguiente manera: {VER TECNICA ANEXO Il)
LA.E.=2TD/O C{en m¥g)

Donde:

T = turbidez 2.303 D.O./L

D = factor de dilucidn

0 = fraccién volumétrica de la fase apolar dispersa (aqui 0.25)

C = concentracion de la solucion de protelna, en (g/m3)

Estabilidad de Emulsién (EE) (Dargorn Scaviner y col, 1988). Se midid la resistencia de una
emulsidn a la coalescencia ante una fuerza centrifuga midiendo e! volimen de la fase de aceite que
se separa {vs). Se preparon emuisiones con difereates concentraciones de proteina de la suspension
de salvado de arroz, en un rango de 0.1% a 5% de proteina, en un pH 7. Se mezclan fres pares de
una suspension del salvado de arroz con una parte de aceite; 1as emulsiones se realizaron en un
homogeneizador a 20,500 r.p.m. durante 2 minutos. Las emulsiones se vaciaron a tubos conicos
graduados y se centrifugaron a 1000 r.p.m. durante 10 minutos. (VER TECNICA ANEXO I)

La cuantificacion se realizé con la siguiente formula:  RC = Vs/Vi 100

Donde:

RC = resistencia a la coalescencia {en %)

Vs = fase de aceite separado {mL)

Vi = volumen inicial de aceite en la emulsion que en este casc es 3 ml

Capacidad de Batido y Estabilidad de la Espuma (Lin ¥y Humbert, 1974). La preparacién de las
muestras es el mencionado en las técnicas de !AE y de EE (preparacién de soluciones con 0.1, 0.5,
1.0 y 5.0% de proteina con un buffer a pH 7 v 4), los cuales fueron homogeneizados a 20,500
rpmy2min (batido). Se midio el volimen abtenidoe de espuma para cada caso con una probeta al inicio
para observar Ja calidad del batido y posteriormente a diferentes iempos para ver la estabilidad de la

espuma formada {1, 10, 30, 60 y 120 minutos). (VER TECNICA ANEXO II)
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@)

H)

Coagulacién de las proteinas por calor {HC) (Myers, D J. y col , 1994) Se prepararon scluciones de
proteina al 1, 3, 5, y 7,% a pH 7 y 4; las cuales se agitaron durante 1hr a 35°C, las soluciones se
somelieron a ceninfugacién 2 10,000 r.p.m.J30min, el sobrenadante se calentd a 90°C/20min.
Nuevamente se centrifugaron las muestras que posteriormente fueron filtradas con papel fittro No 2
{vel. media y retencién cristalina). L.os scbrenadantes obtenidos antes y después de calentar se les
determing ef rendimiento de proteina por el método de Lowry. (VER TECNICA ANEXO Il

Agregacion ordenada de proteinas (Hangsprabhas P. Y Barbuts, 1977) Se tienen las mismas
soluciones de proteinas que en a técnica de coagulacidn, después de acondicionar las muestras a
35°C/ih y centrifugar & 10,000 r.p.m /30min, el sobrenadante obtenido se calenté a 30°C/30min y
reposando toda la noche a 4°C. Se realizaron diluciones 12 (1mL sobrenadante + 2mbL solucidn
CaCly) las cuales se mezclaron manualmente y se dejaron reposar durante 30min. Finalmente tas
muestras fueron leidas en un espectrofotometro (Perkin Elmer modelo Lambda 3) a 400nm. (VER

TECNICA ANEXO 1))
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CAPITULO W

RESULTADOS Y ANALISIS

31 DESCRIPCION DE LA MATERIA PRIMA.

Las condiciones de almacenamiente (recipiente hermético a 4°C) fueron adecuadas para la conservacion
del salvado de arroz; ya que no se presenté contaminacion microbiana (presencia de moho) ni aroma a
rancio

311 HOMOGENEIZACION DEL SALVADO DE ARROZ

La granulometria realizada al salvado de arroz nativo (Fig. 1 Tabla No 1 ANEXQ |} nos muestra la
distribucién en el tamanio de las diferentes particulas que se encuentran en el salvado de arroz despues
de! proceso de putido, |as fracciones mas importantes por su concentracion son dos' la primera presenta
un tamafo de particula mayor de 600 micras; esta fraccion contiene principalmente residuos de paja,
piedras, insectos, pedazos de hojas, limadura de fierro y una minima parte de cascara y trozos de
endospermo pulido, representa el 27.42% de los solidos totales que contiene el salvado de arroz. Los
solidos restantes se distribuyen de 425 a 180 micras una fraccién con mayor porcentaje de solidos
{58.00%); para fines de este estudio se decidid desechar la fraccién con particulas mayores a 425 micras
esto nos permite limpiar nuestra materia prima y trabajar con el resto fijando esta malla (no. 40) como
imile de exclusion que es lo recomendable para harinas. Esta fraccion se molidé en mortero para
homogengizar aun mas, el resultado es una harina de tamafio de particula mas fino y homogéneo.

31.2 DESGRASADO DEL SALVADO DE ARRCZ.

E1 proceso de desgrasado por lotes resultd enun método de facil manejo pero costaso por el consumo de
hexano {relacién harina/hexano de 1/8) ademas det tiempo requerido para desgrasar (2 h por cada 100g
de muestra); la eficiencia se observa en el contenido de grasa de! salvado desgrasado (ver Tabla No. 14
Analisis Proximal de las muestras de salvado de arroz) de un 17.5% baja a 46%.

El rendimiento en la oblencién de una harina de saivado de arroz homogénea limpia y sin grasa es del
66 4% es bajo y es logico por el contenido de basura resultado del mismo proceso de pulido del arroz.
Aun asi 1a proteina se concentra (1.2 veces) como resultado de la eliminacion de la grasa 74% y también

a que el contenido de humedad se reduce un 22 4%.
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fig. 1
30 SALVADO DE ARROZ NATIVO
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GRANULOMETRIA DEL SALVAGO DE ARROZ NATIVG
TAIAZ (mucras) vs % SOLIDOS RETENIDOS
{TABLA No. 1 ANEXG )
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313 CARACTERIZAGION BIOQUIMICA Y MICROBIOLOGICA DEL SALVADO DE ARROZ.

Analisis proximal Se analizaron tres muestras con caracteristicas fisicas diferentes:

A} Salvado de arroz native, con tamafics de parliculas heterogéneas, color café oscuro y apariencia
granular

B) Salvado de arroz molido, desgrasado y tamizado con particulas mas pequenias y homogéneas, de
color café claro.

C) Auslado proteice de salvado de arroz, harina color crema con particulas muy finas.

Cabe aclatar que el factor de conversidn de porcentaje de Nitrdgeno a porcentaje de proteina fue del

595 Los resultados se presentan en la siguiente tabla.

TABLAN. 14

Analisis proxima! de las muestras de salvado de arroz
TRATAMIENTOS HUMOEDAD PRO;I'EINA GRASA CENIZAS  FIBRA CH?'S TOTAL

) % % % % % %

SALVADO NATIVO 6.7 13.86 7.5 78 a5 496  99.93
SALVADO

DESGRASADO Y 52 16.89 46 9.7 79 557  99.99
HOMOGENEIZADO

CONCENTRADO

PROTEICO 24 3463 7.1 116 00 443 100

Determinaciones por triplicado.

Melodos de acuerdo con el A O.A C.1993.

Se observa que lanto el contenido proteico como el de cenizas aumentan su concentragién conforme la
muestra se va "punficando”. Ef salvado de arroz en su forma nativa presenta alrededor del 50% det total
como carbohidratos solubles, ei otro 50% restante lo componen: proteina en un 13.86% por debajo del
contenido de extracto eléreo que esta en un 17.5%. Lo gue indica que si no se desgrasara el contenido
de grasa terferiria para ta obtencion del material proteico. El 13% restante esta compuesfo por cenizas,
humedad y fibra cruda. El proceso de desgrasado reduce en un 74% el contenido de grasa presente,
dejando Gnicamente un 5% de grasa en el salvado de arroz molido, desgrasado y tamizado. Este
\ratamiente provoca la concentracién del resto de los componentes no grasos (cenizas, fibra,
carbotudratos y proteina). Este procedimiento permite concentrar la proteina 1.2 veces refinéndonos al

valor del salvado nativo.
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£| concentrado proterco presenta un aumento del contenido de proteinas, cenizas y grasa residual,
referente a los obtenidos en la homogengizacién, cabe mencionar que el praceso de extraccién de las
proteinas (solublhizacion con agua destiada a pH 10, durante th a 30°C} “arrastrd” también componentes
como cenizas y grasa. La eficiencia del proceso se refleja en la eliminacion fotal de la fibra cruda, en la
reduccisn del contenide de humedad y de carbohidratos solubles, El proceso de extraccién y secado
permitié concentrar la proteina 2.5 veces del contenido inicial.

314 DETERMINACION DEL pH.

El valor de pH que presentan fas materias primas en la industria de alimentos es un parametro que nos
indica las condiciones expenmentales de obtencion de los aislados proteicos, por lo general éste se
ajusta a 7 O previo al secado por lo tanto el caracterizar a los aislados del salvado de arroz dara el indice
de buen control de calidad en el preducio terminade. El pH reportado para cada muestra de salvado se
comparan con tres aislados comerciales de soya (muestras control) y se presentan en |a siguiente tabla:
TABLAN. 15

pH de las muestras de salvado y de aislados de soya
SALVADO DESGRAGADO ~ CONCENTRADO FROFAM
Y HOMOGENEIZADO PROTEICO ARDEXF  PROFAM981 g 0
6.45:0.01 7.00£0.01 6761003 7.1220.006  B.41+0.03

Resullados promedio de tres determinaciones.

Se observa que solo el PROFAN 981 presenta un pH ligeramente mayor a 7.00, los demas (con
excepcidn del concentrado proteico de salvado) presentan pH's orillades a la zona 4cida, Se observa en
general gue llegande a la zona neutra de pH la igualdad de cargas de los diversos aminoacidos
presentes en fodas las muestras se mantiene estable. Ademds de que en el caso del concentrado
proleico los procesos de pasteurizacion y secado no modificaron el sustrato,

315 ANALISIS MICROBIOLOGICO.

Los resultados de! contenido microbiolégico presente en las tres muestras del salvado de arroz se
presentan en la siguiente tabla (16); las determinacionss (de coliformes totales, mesdfilos aerobios y
hongos vy levaduras) y la discusién de resultados se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial

Mexicana (NOM-MX-1994)
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TABLAN 16
Andlisis microbiolagico de las muestras de salvado de arroz

MESOFILOS COLIFORMES HONGOS Y
MUESTRAS AEROBIOS TOTALES LEVADURAS
UFC/g muestra NMP/g muestra UFC/g muestra
Levaduras 43.3X10°
SALVADO NATIVO 1.2%10° 43 No hay presencia de
hongos filamentosos
SALVADO Levaduras 3.7X10°
DESGRASADO Y 5 6X10° 36 No hay presencia de
HOMOGENEI- ’ hongos filamentosos
ZADO
No hay presencia de
coggg%ségoo 297X107 . > 30 hongos filamentosos
ni levaduras
NOM-MX-1994 <100,000 <100 <200

Se observa que el salvado nativo presenta cuentas de meséfilos aerobios y coliformes totales elevadas lo
que 1mplica su mal maneje durante el procesamiente de pulido, posiblemente, la muestra de salvado se
encontraba en un lugar inadecuado a temperaturas elevadas yfo alta humedad condiciones que
propiciaron el desarrollo de estos microorganismos ademés de que la muesfra presenta contenido de
paja, impurezas y reslos de insectos malerial que proporciona este elevado contemde de
microorganismos; la presencia de levaduras corrobora la alta humedad del ambiente. El proceso de
homogeneizacién y desgrasado eliminé las fracciones de residuos (basura) que provocaban mayor
crecimiento microbiano lo que se tradup en la reduccibn de fas cuentas de mesofilos aerobios
aproximadamente en una unidad exponencial y en las levaduras con una ligera disminucién, los
colformes totales se reducen también pero no en forma significativa De acuerdo con la norma se
observa que los limifes permisibles para las co_lamas de meséfilos aerobios son de 100,000 UFC/g
muestra lo que indica que las muestras de salvado nativo y salvado desgrasado y homegeneizade se
encuentran por arnba de este valor, en comparacién con el resultado obtenido para el concenirado
proteico el cual es 3 unidades exponenciales menor que este valor maximo para harina de arroz.
Referente al resultado obtenido para los ¢oliformes totales la norma sélo permite 100 UFC/g muestra lo
que coloca a lodas las muestras analizadas por debajo de este rango, mostrando la ausencia de

contaminacion fecal durante el proyecto.
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Finalmente, los limites para hongos es de 200 UFC/g muestra y no se reportan valores para levaduras en
la hanna de arroz; en Jas muestras de salvado nativo y salvado desgrasado se presentan valores de 3
unidades exponenciales para levaduras, lo que indica malas condiciones de almacenamiento durante el
proceso de pulido y transporte (humedad aita). Referente a los hongos confirmamos la ausencia totat
para todas las muestras estudiadas.

En el concentrado proteico no se presentd crecimiento de hongos y levaduras, €l contenido de coliformes
totales es menor de 30 UFClg muestra y los mesdfilos aerobios reducen su concentracion en 4 unidades
exponenciales; esto indica gue el proceso de pasteurizacion llevado a cabo en el sobrenadante y el
secado por aspersion permitieron eliminar la mayor cantidad de microorganismos presentes lo que
demuestra que los procesos de pasteunzacion y secado fueron eficientes.

3.2 OBTENCION DEL AISLADO PROTEICO DEL SALVADO DE ARROZ.

Para la obtencion del aislado proteico de! salvado de arroz, se ensayaron diferentes condiciones de
solubllizacién de las proteinas presentes en el mismo, los resultados de concentracion de la proteina
solubte y las condiciones fisicoquimicas empleadas se analizaron por medio de un analisis estadislico de
vananza ulitizando el paguete estadistico Statistics Social Program Science SPSS, asi mismo los
resultados cualitativos se analizaron en los geles de poliacriamida-SDS, ambos resultados permitieron
determinar las condiciones optimas de extracgion.

El anahsis eleglroforético de las proteinas solubilizadas requiere que tas muestras estén concentradas, se
analzd una muestra somelida a cualro métodos diferentes de concentracion y los concentrados se
analzaron electroforéticamente

Los resultados se presentan en la Fig 2, estos reflejan que los cuatro métodos son efectivos ya que no
hay diferencia en el perfil eleciroforélico ya que se aprecian el mismo namero de bandas y con pesos
moleculares de mediano y bajo peso molecular.

ta precipitacién con TCA dio como resultado bandas mas definidas, et fondo de! carnl es mas limpio, el
mélodo es facil y rapido. En cambio, con Amicon y Glicercl se ven las bandas méas oscuras y al tratar de
identificarlas se dificulta, ya que son muy gruesas y numerosas. Con el Spin Vac también se aprecian
bandas bien definidas aunque un poco claras, el problema de éste método és que concentra ef disolvents

empleado, que en este caso fue el NaCl junto con la muestra, por lo que se fendrian interferencias en
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cuanio a Ja clandad del ge! Toemando en cuenta los reaclivos o materiales utilzados y sobre todo et
lempo, se liego a la decision de ullizar la melodologfa de concentracién por preciptacion de las

proteinas utihzando el Acido lricloroacétice.

PERFIL ELECTROFORETICO. SOLUBILIDAD vs pH
CUATRO METODOS DE CONCENTRACION
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32 a SOLUBILIDAD DE LAS PROTEINAS DEL SALVADO DE ARROZ

En Ia tabla 17 se presentan los resuitados cuantitatives de la extraccion de las proteinas del salvado de

arroz en funcion del pH utilizando como primer disolvente agua destilada.

TABLA N. 17,
Solubilidad de las proteinas del salvado de arroz en funcion del pH utiizando como disolvente agua
destilada
pH ug. prot. sol./ mL g.prot.sol /100 g % proteina soluble
harina

1.88 3400.99 5,10110.48 27.76

311 3261.05 4.877+0.27 26.53

4.02 3292.42 4.939+0.29 26.87

543 3279.66 4.9098+0.07 28.77

6.13 4495.43 6.74310.31 36.69

700 6365,10 9.54840.34 51.95

8.26 6988.88 10.483+1.91 57.04

867 11486.71 17.230+1 12 93.74

9.74 11803.21 17.70510.88 96.33

1019 12210.14 18.315£1.43 99.65

11.57 13063.49 19,585+0.72 106.61

ANALISIS DE VARIANZA
NIVEL DE VARIANZA PRUEBA DE FISHER,

g

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

P=8%% P =95%
54,3,2 54,32
6 [
8.7 8.7
11,10,8 11,10,9

12,11 12

Disolvente Agua deslfada Volumen total = 30 0 mL Temperatura 30°C

Gramos de harina = 2 0 gramos Concentracidn de proteina = 18.38 g Pioteina /100 g. harina Detemninacidn de la
preteina soluble por el métedo de Lowiy-SDS.

Proteina soluble (%) = g prateina soluble/160 g de hasina de satvado,

-+ Oferencia altamente significativa (p=89%)

Nota Lelras diferentes imphcan diferencias significativas ( p=95%y p=99%)

Los resullados del porcentaje de proteina sofuble se analizan en la tabla 17 y el comportamiento del
mismo en relacion con el pH se puede observar en la Fig. 3.

Ambos nos indican que la sclubilidad se mantiene practicamente sin cambios en el intervalo depHde 2a
5 43 después de este valor de pH se incrementa proporcionalmente con ¢l pH, se obtiene un 100% de

solubilizacion en el pH de 11 57.
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£1 analisis estadistico nos indica que de acuerdo con el analisis ¢e varianza Fisher indica que hay
diferencia aitamente significativa entre fos pH ulilizados para Ja solubiidad de la proteina.

Para la prueba de Duncan fa probabifidad del 95% agrupa como los mayores valores a pH 12, para una
probabilidad del 99% el mayor rendimianto de solubilidad es con pH 11y 12,

Los resullados de la eleciroforesis de las proteinas solubilizadas se presentan en la Fig. 4 y 5, en el rango
de pHs acidos (1.88 — 7.00) nos indican que para los pHs de 1.88, 3.11 y 4 02 |as proteinas presentes
son de bajo peso molecular presentandose 3 proteinas en comiin con los siguientes peses moleculares
27.,000; 36,000 y 38,000 kDa. En los pH 5.43, 6.13 y 7.00 se localizan proteinas de mediano y bajo peso
molecular ademas de las proteinas presentes en cada pH comparten dos protelnas de 29,000 y 80,000
kDa En general, en estos pH's es en donde se encuentran un gran namero de protelnas y estan tan
juntas que es dificil la interpretacion de sus pesos moleculares. Para todo el rango de pH y en las bandas
de profenas con pesos moleculares menores a 20,000 kDa sucede lo misme, la cantidad y la poca
separacion de las mismas dificultan su cuantificacién. En el rango de pHs bésicos (8.26-11.57) se puede
observar que el numero de bandas es el mismo. En todos los pH’'s se observan proteinas de 65,200
kDa, dos mas concentradas de 50,000 y 55,000 kDa aprox. De menor pese molecular hay otra de 36,000
y lres muy cercanas a los 31,000 kDa. Existen varias proteinas muy juntas gue aparecen entre 14,000 y
31,000 kDa. En general las proteinas presentes son de mediano y bajo peso molecular. La claridad de
las bandas es mejor en las pH's 8.26, 867 y 9.74. En pH 10.19 y 11.57 existe un barrido que puede
deberse a una posible degradacion de fas protelnas por pH's alcalinos o bien a la presencia de moléculas
solubles contaminantes resultado del proceso de concentracion de las muestras, lo que sugiere que hay
que agregar un paso de didlisis de la muestra en el proceso de preparacion de las mismas para

introducirtas al gel.
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fig 3
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1, PROTEINA SOLUBLE = g de proteina soluble/100 g de muesira

TABLA No §T
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En ia tabla 18 se presentan los resultados cuanhitativos de fa extraccion de las proteinas del salvado de
arroz en funcién dei pH utiizando como segundo disolvente una solucidn de Cloruro de sodio 0 05 M
preparada con agua destilada.

TABLA N. 18

Solubilidad de las protelnas del salvado de arroz en funcidn del pH ulilizando
como disolvente cloruro de sodio 0.05 M.

pH | POPROTSOLIT g pROT. SOL. 1 1009 HARINA eipdicig
547 484530 70681032 39,54
342 4854.08 7.08110.42 3967
FX) 5020.64 7.550£0.50 40.98
507 511624 774050.37 4175
XK 5303.87 5.05120.36 24.02
5.4 6177.32 9 966L1 21 5041
797 §448.00 26721047 68.95
3.08 10966.63 16.45010.43 83.50
9.90 11953.63 179311164 37,56
1047 | 11412.01 17.1980.77 93.13
238 | 1338367 30.072%0.82 109,22
ANALISTS DE VARIANZA
NIVEL DE VARIANZA PRUEBA DE FISHER. -
U O RANGO HUTFLE SEDUNGAN
P=05% P =05%
234,56 334556
6.7 7
8 5
9,11 5.1
11.10 19,70
12 12

Disolvente. Agua destlada. Volumen total= 30.0 ml Ternperatura 3¢°C

Gramos de harina = 2 0 gramos. Concenteacién de proteina = 18 38 g Proteina / 100 g. harina. Determinacién de la
prolelna soluble por ¢l método de Lowry-SDS.

Proteina soluble (%) = g proleina soluble/100 g de harina de salvado.

=* Diferencia altamente significativa (p=0%%).

Nota. Letras diferentes imphcan diferencias signficativas { p=95%y p=89%)

Y en la Fig. 6 observamos que el aumento en la concentracién de protelna es directamente proporcional
al pH, es degir, 1a concentracion de proteina va aumentando conforme aumenta el pH. En la
cuantificacién del rendimiento de proteina soluble no hay diferencia significativa al utilizar agua sola o
salucién salina 0.05 M en ambas curvas en el pH de 9 se tiene mas del 90% de solubilidad

El anahsis estadistico nos indica que para el disolvente de NaCl 0.05M la prueba de Fisher existe una

diferencia altamente significativa entre ef valor de pH a utitizar,
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Para 95% y 95% de probabiidad en la prueba de Duncan nos indica que el mayor rendimiento de
solubilidad se obtiene al utilzar pH 12.0

En la hg. 7 y 8 se muestran los resultados en la electroforesis de las proteinas solubilizadas con este
solvente y observamos que en el rango acido de pHsde 2.12 a 6.94. El peso molecular de las proteinas
presentes en éste rango de pH's es de 34,000 kDa Para el pH 2.12 las bandas estén un poco borrosas
por lo que no se puede saber con exactitud el nimero y peso molecular de las proteinas presentes. En
fos pHs de 3.12, 507, 6.11, y 6.94 esian dos proleinas en comin de 33,000 y 36,000 kDa. Enlos pMs
de 4.12, 5.07, 6.41 y 6.94 sobresale una proteina de 17,000 kDa. En los pHs 5.07 y 6.11 existe una de
39.000 kDa, y en los Ultimos tres pH's se visualizan bastantes bandas de mediano y bajo peso molecular.
Para los fres primeros pH's podemos decir que sdlo se lacalizan proteinas de bajo peso molecular y en
menor cantidad. En el rango basico de pH de 7.91 a 12 38 se observan proteinas de 66,200; 50,000,
55,000, 38,000; 33,000; 27,000; 23,000 y 21,000 kDa. En todos los pH's entre 14,400 y 19,500 KDa
existen mas proteinas que se encuentran muy juntas por lo que es dificil su cuantificacion.

Para pH 7 91 sobresalen tres proteinas de 40,000; 45,000; 48,000 y 31,000 kDa.

En el pH de 12.38 las bandas no estdn bien definidas; se encuentran un poco borrosas por lo que es
dificil indicar su peso molecular. Para esta curva de solubilidad con 0.05M de NaCl se recomienda
también realizar una didlisis previa a la corrida de [a muestra.

£1 promedio de las proteinas estan en un peso molecular entre mediano y bajo.
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Para 95% y 99% de probabiidad en fa prueba de Duncan nos indica que el mayor rendimiento de
solubilidad se obtiene al utihzar pH 12.0

En ta fig. 7 y 8 se muestran los resultados en la electroforesis de las proteinas solubilizadas con este
solvente y observamos que en el rango &cido de pHs de 2.12 a 6.94. El peso molecular de las protelnas
presentes en éste rango de pH's es de 34,000 kDa. ara el pH 2.12 las bandas estén un poco boriosas
por 1o que no se puede saber con exactitud el nimero y peso molecular de fas proteinas presentes. En
los pHs de 3.12, 5.07, 6.11, y 6.94 estan dos proteinas en comin de 33,000 y 36,000 kDa. Enlos pHs
de 4.12, 5.07, 6.11 y 6.94 sobresale una proteina de 17,000 kDa. En los pHs 5.07 y 6.11 existe una de
39,000 kDa, y en los ultimos tres pH's se visualizan bastantes bandas de mediano y bajo peso molecular.
Fara los tres primeros pH’s podemos decir que sdlo se localizan proteinas de bajo peso molecular y en
menor cantidad, En el rango basico de pH de 7.91 a 12 38 se observan profeinas de 66,200, 50,000;
55,000; 38,000, 33,000; 27,000; 23,000 y 21,000 kDa. En tcdos los pH's entre 14,400 y 19,500 KPa
existen mas proteinas que se encuentran muy Juntas por lo que s dificil su cuantificacion.

Para pH 7.91 sobresalen fres proteinas de 40,000; 45,000; 48,000 y 31,000 kDa.

En el pH de 12 38 las bandas no estan bien definidas; se encuentran un poco borrosas por lo que es
dificsl indicar su peso molecular. Para esta curva de solubilidad con 0.05M de NaCl se recomienda
también realizar una didlisis previa a la corrida de la muestra.

£1 promedio de las proteinas estan en un peso molecular enire mediano y bajo.
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% PROTEINA SOLUBLE

fig. 6
160 0.05M de NaC!
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SOLUBILIDAD vs pH
SOLVENTE NaCl D 05M

SUSPENSION AL 1% DE PROTEINA Determinacion DE PROTEINA SOLUBLE POR EL METODD DE LOWRY-SDS
% PROTEINA SOLUBLE = g de proteina soluble/ 100 g de muestra
TABLA No. 18
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En fa tabla 19 se presentan los resultados cuantitativos de la extraccién de las proteinas del salvado de
arroz en funcion ded pH utdizando come tercer disolvente una solucion de cloruro de sodio 0.1 M
preparada con agua destlada.

TABLA N.18

Solubilidad de las proteinas del salvado de arroz en funcién del pH utilizando como
disolvente cloruro de sodio 0.1M

pH | ng PROT.SOL /| g PROT. 5OL /1009 % PROTEINA
mL HARINA SOLUBLE
2.00 2512 95 6.76820.49 36.83
3.06 5777.89 8.66720.22 3715
210 5655.00 8.48420.18 4616
515 5632.76 8.449+0.40 4597
532 7356.33 11.034+0.60 60.04
7.15 8459.25 12.6891 40 60.04
7.86 11015.97 16.524:2.61 89.90
874 94871.99 14.27710 63 7738
9.77 12667.98 1§ 00210.83 103738
10.64 13031.40 19 54740.87 106.35
12.26 18911.08 28.36740.80 154.33

ANALISIS DE VARIANZA
NIVEL DE VARIANZA PRUEBA DE FISHER

[ I
PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

P=99% P=05%
2 2
543 54,3
5 6
73 7
8 8

10,11 9
12 10,11
12

Disolvenle: Agua destlada. Volurmen total = 30.0 ml Temperatura 38°C

Gramos de harina = 2 0 gramos. Concentratién de proteina = 18.38 g Proteina f 100 g, Harina Determinacion de la
prateina soluble por el método de Lowry-SDS.

Preteina soluble {%) = g profeina soluble/100 g de harina de satvada.

= Diferencia altamente significativa (p=99%).

Nota Lelras dferentes implican difesencias significativas { p=95%jy p=99%)

£n la tabla anterior y en la Fig. 9 se observa que en los cuatio primeros valores de pH él por ciento de
proteina es muy variado, ya que aumerita y disminuye; aunque no de manera significativa Se puede
decir que el pH, a partir de 6.32, es proporcional fa conceniracion de proteina conforme aumenta el pH,

flegando a su total solubilizacion
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Podemos decir, en general que el disolvente utilizado registra un buen rendimiento a pH's alcalinos ya
que en pH de 12 26 se llega a una total solubilizacion

£ analisis estadistico del disoivente de NaCl 0.1M: Nos indica lo siguierte Fisher indica que hay
diferencia altamente significativa entre los pH s utilizados para la solubilizar la proteina.

La prusba de rangos mitltiples de Duncan indican que para una probabilidad del 95% como del 99% el
pH con el que el rendimiento es mayores a pH120

En las Fig. 10y 11 se presenta el perfit electroforético de las proteina solubilizadas con este solvente los
resultados en el rango de pHs cidos {2 00-7.15). Existen proteinas de bajo peso molecular en los tres
primeros pH's, ademas de que en et pH de 2.00 sélo se logra ver una proteina de 14,400 kDa, la cual
aparece en todo los pHs. En los pHs de 3.06, 4.10, 5 15, 6.32, y 7.15 aparece una proteina de 31,000
kDa ¥ en los pHs de .06, 5.15, 6.32 y 7.15 existe una de 33,000 kDa. Enlos pHs de 4 10 a 7 15 hay
una de 17,000. Asien los pHs de 5.15, 6.32 y 7.15 tenemos proteinas de mediano y bajo peso molecular
de 19,000, y varias que se encuentran muy juntas por 1o que es dificil su interpretacion.

£n los pHs de 6.32 y 7 15 sobresalen tres proteinas de 45.000; 50,000 y 55,000 kDa. En la electroforesis
de estas muestras se presenté interferencia por la molaridad de la sal sobre todo en los pHs &cidos por lo
que se sugiere una previa dialisis para tener una mejor resolucion de las bandas En el rango basico pH
de 7 86 A 12 26 las proteinas presentes a lo largo de todo el rango de pH son de: 57,000; 55,000; 40,000;
35,000 y 24,000 kDa. También hay olras de menor peso molecular que estan por debajo de fos 14,000
kDa y debido a que son varias y se encuentran muy juntas s dificil dilucidar su peso molecular. Para los
cuatro primeros pH's las proteinas que presentes son de 48,000 y 19,000 kDa.  En este caso, a pH
10 64 empieza a notarse un barido que a pH 12 26 es completamente notorio; por lo que se sugiere al
igual que en las otras curvas de solubilidad una dialisis a fa muestra previa a su corrimiento para asi
evitar este tipo de interferencias gue impiden calcular el peso molecular de las proteinas presentes. Para

01M NaCly con este rango de pH's las proteinas presentes son de mediano y bajo peso molecular.
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SOLVENTE NaCl Q.M

SUSPENSION AL 1% DE PROTEINA Determinacion DE PROTEINA SOLUBLE FOR EL METODO DE LOWRY-SDS
% PROTEINA SOLUBLE = g de proteina soluble/100 g de muesica

TABLA No 19

67

12.49



¥I'g o'y 90’ 66'1

SUL €9
e 05T 17
B Q00' 1€
ey 000°Ch e 000°5Y
ey 00209 —— B(Y 00Z'99
Ay 00PLe T . —— =AY O0F'LG
B 05T'611
. T oY 00000
12BN N0

HA sa (VArIEN10S "O21LTA0J0d LD T T

68



WL'0 10BN FLNIATOS

Hd sA Q¥arilenN10s
. . . . . OALIHOL0HLDT T3 Tiduad
9Z'Z1 #9°01 LL6 yL'8 98°L A0l O
B(IY 00FF1 y
ey 00s‘ 1T —— _..
2% 000°L € L
s T
2N 0005k e ey 000°sP
B 002'99 o221 T B 00799
LTat ¢ -
e DTS 2N 00F'L6
BN 05911
[DEN INT'0

Hd sA AVATIENTOS ODLLIYOA0Y LI T TR Ed

69



En la labla 20 se presentan los resultados cuantitativos de la extraccion de las proteinas del salvado de
arroz en funcion del pH utdizando come segundo disolvente una solucion de clorure de sodio 0 5M
preparada con agua destifada.

TABLA N.20

Solubilidad de las proteinas del salvado de arroz en funcion del pH utilizando como
disolvente cloruro de sodio 0.5M.

pH | ug PROT. SOL/] g PROT.SOL.7100g % PROTEINA
mL HARINA SOLUBLE

224 6339.69 §.509:0.48 51.74
3.05 6254 46 5.3820.16 5104
333 664484 9.067+0.20 54.23
510 7162.16 10.74310.43 58.45
.15 8962.77 13.444%0.69 73.15
728 8872.90 13.30920.54 72.41

523 9524 55 14,2860 .58 7773
.00 10264 88 15.39721.40 8377
0.24 1029452 15.44210.92 B4.01

1164 15982.87 23.07422.72 130 44
72.49 17603 12 76.406£1.97 143.66

ANALISIS DE VARIANZA

NIVEL DE VARIANZA PRUEBA DE FISHER

I I
PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

P =89% P =95%
3245 3,245
768 7,68
8.9,10 8,9,10
11 "

12 12

Disolvente Agua destlada Valumen total = 30.0 ml Temperafura 30°C

Gramos de harina = 2 0 gramos Cenceatracidn de protesna = 18.38 g. Proteina / 100 g. harina Determinacion de
la proteina soluble por el método de Lowsy-SDS.

Proleina soluble (%) = g proteina soluble/100 g de harina de satvado.

** Diferencia altamente significativa (p=93%).

Nola. Leiras diferentes implican dferencias significativas { p=95%y p=99%}

¥ en fa F19.12. Los resultados indican gue en los dos primeros valores de pH el por ciento de protelna es
casi constante, posteriormente fa concentracion de proteina aumenta conforme aumenta el valor de pH.
Evisle un aumento considerable en la concentracion de proteina del pH 10.24 al 12.48, en donde ésta

flega a una completa solubilidad
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1 anahsis estadistico del disolvente NaCl 0.5M: También en este caso Fisher sefiala diferencia
altamente significativa entre los valores de pH empleadas para la solubillidad de la proteina

Cuncan en su prugba de rangos multiples indica que para una probabilidad del 95 y 99% el pH en el que
se presenia un mejor rendimiento es en 12.0

Es en esia curva en gonde se tiene la méxima solubilidad por lo que se podr{a pensar que es la ideal para
Ja extraccién de 1a proteina, pero también se debe tomar en cuenta el andlisis electroforético (ver fig. 13 ¥
14)

El cual nos indica lo siguiente en el rango de pH's acidos fue dificil lograr ver algunas bandas ya que por
la alta concentracitn de sal se tuvieron interferencias en el desarrollo de la electroforesis, ademas de que
np se tienen bandas de proteinas.

£s en el pH de 5.19 a 7 28 en donde se logran identificar casi el mismo numere de bandas, de mediano y
bajo peso molecuiar, en esta corrida electroforética se utilizé una concentracion alta de prolelna para
lograr visualizar las bandas que se observan de otro mado no se hubieran podido distinguir. En el rango
basico de pH de 8.23 a 12.49, podemos ver el mismo nimero de bandas, aunque en el primero es mas
notona una proteina de 65,000 kDa. También se identifican bandas con un-pesc molecular de 50,000 y
55,000 kDa, y una serie de bandas en el rango de 31,000 a 45,000 kDa, alrededor de los 22,000 kDa
hacia abajo se aprecian bastantes proteinas hasta los 14,400 kDa. En ¢! pH de 11.64 se logran ver las
mismas proteinas que en los fres primeros pH's pero es dificil su interpretacion ya que el barrido empieza
a ser marcado v las bandas no son muy claras. En cuanto a pH 12 48 el barrido es tan marcade que las
bandas no pueden identificarse en cuanto a su pese molecular.

Es importante sefalar que a lo largo de todo ¢l rango de pH basico y en todos los carriles esta siempre
presente un barrido, el cual se atribuye a |a elevada concentracién de NaCl utilizado como disolvente, por

lo que se recomienda como en todos los casos realizarle una didlisis a la muesira antes de 1a corrida.
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fig. 12
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FIG 12

SOLUBILIDAD vs pH

SOLVENTE NaCl0 5M

SUSPENSION AL 1% DE PROTEINA. Determinacion DE PROTEINA SOLUBLE POR EL METODO DE LOWRY-SDS.
3, PROTEINA SOLUBLE = g de proteina soluble/100 g de enuestra

TABLA No 20
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De los resultados obtenidos en las cuatro curvas de solubilidad contra pH se resumen las siguientes

observaciones:

En tadas las tablas en los pH de 11y 12 el por ciento de proteina fue mayor al 100%, 1o cual es incorrecto.

Los valores sobrestimados pueden deberse a:

i} La cantidad de harnina de salvado pesada para la solubilidad fue mas de la indicada ya que se
utdizé una balanza granataria en donde el margen de efror es mayor que en una analftica.

2) El por ciento de proteina soluble fue medido por el método de Lowry; y éste sobrestimé la
concentracion de aminoacidos aromélicos. Lo que Meva a pensar que bajo las condiciones
empleadas se presento una “hidrélisis” alcalina ¢ una descarboxilacién de las moléculas proteicas
dando como resultado una desnaturalizacion de las mismas ya que en esos pH's es en donde se
sobrepasa el 100%, y por lo tanio hay mas anillos aromaticos disponibles para gue el reactive
cobre-folin cicoalteau reaccione intensificando la respuesta.

De las curvas de solubllidad en conjunto Fig. 15 se observa gue en los cinco primeros pH's la

concentracidn de proteina siempre es mayor con 0.5M NaCl, después 0.1M, 0.05M y por ultimo agua

destitada, aunque la diferencia entre estos no es muy significativa.

Para los pHs del 6 al 8 el agua destilada presenta dos puntos, uno en donde se cruza con 0.05M y otro

con 0.1M NaCl. En e! rango de pH de & a 10 todos los puntos de los cuatro disolventes se cruzan por lo

tanto, no hay diferencia significativa en la concentracion de proteina soluble. Para el pH de 11.0 los que
siguen una misma tendencia son agua destilada, 0.05M y 0.1M NaCl, sin embargo 0.5M NaCl presenta
un aumento importante en la concentracién de proteina soluble en comparacion con los demas
disolventes. Por dltime en ¢ pH 12.0 con agua destilada y 0.05M NaCl la concentracion de proteina
soluble es muy cercana, sus puntos lflegan casi a focarse; en cambio 0.1M NaCl presenta un aumento
importante por lo que llega ser el disovente con la mayor concentracién de proteina soluble, quedando
0.5M NaCl un poco mas abajo. En general, la curva nos indica que los cuatro diferentes disolventes
tenen tendencias muy similares, lo que llevo a suponer gque con 0.1M NaCl tendriamos la mayor
solubilidad de proteina; por lo que fue necesario realizar un analisis estadistico (Tabla 21)y con base en

los resuitados seleccionar las condiciones deales.
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SOLUBILIDAD vs pH
COMPARACION DE LOS CUATRO DISOLVENTES
SUSPENSION AL 1% DE PROTEINA. Detemminaci

—@—10.05M NaCl —&—0.1M NaCl —§—0.5M NaCl

SOLUBILIDAD vs pH
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4n DE PROTEINA SOLUBLE POR EL METONO DE LOWRY-SDS.

5, PROTEINA SOLUBLE = g de profeina soluble/100 g de muestra

TABLA No 20
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TABLAN. 21
Andlisis estadistico de curvas de solubilidad
pH vs disclvente

ESTADISTICO pH vs. CUATRO DISCLVENTES.

Los rendimientos de proteina soluble son globales por disolvente.
Fisher= Analisis de varianza prueba de comparacion entre medias.

TRATAMIENTOS 9. PROTEINA SOLUBLE/ ESTADISTICO
pH DISOLVENTE 100 g. HARINA ANOVA
AGUA DEST. 6988.88 Fisher
0.05M NaCl) 8448.09 Duncan
8 0.1M NaCl 11015.97 a0.01 a0.05
0.5M NaCL 9524 .56 AB A
BD BD
CD C
AGUA DEST. 11486.714 Fisher**
0.05M NaCi 10966.83 Duncan
9 010 NaCi 9481.99 al.01 .65
0.5M NaCl 10264.89 cD C
BD BD
AB AB
AGUA DEST 11803.21 Fisher**
0.05M NacCl 11953.83 Duncan
10 0.1M NaCl 12667.98 «0.01 «(.05
0 5M NaCl 10294 52 D D
ABC ABC
AGUA DEST. 12210.14 Fisher
0.05M NaCl 11412.00 Duncan
i1 0.1M NaCl 13031.40 .01 o0 05
0.5M NaCl 15982.87 ABC AB
(b} AC
D
AGUA DEST. 13063.49 Fisher**
0.05M NaCl 13383.67 Duncan
12 0 1M NaCl 18911.08 «0.01 o0.05
0.5M NaCl 47603.12 AB AB
cD C
D
Fisher®* Fisher* A AGUA DESTILADA
«D.01 «0.05 B. 005M NaCi
A A C. 0.1MNaCl
8C B D. 0.5M NaCl
0] [
E D
E

Duncan= Prueba de rango multiple, compara las medias entre si ¥ las agrupa.
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£] anahsis estadistico globa! nos indica lo siguiente:

La dferencia entre pHs (8 a 12} es altamente significativa, y 1a diferencia entre solventes es significativa,
lo que le confiere mas peso a la variable pH que a |a variable solvente, sin embargo la interaccion entre
ambas variables es altamente significativa.

Es decir, ta concentracion de proteina (rendimiento de la extraccion) depende tanto del pH como del tipo
de disolvente utilizado.

Analizando cada pH se observa lo siguiente: Para el pH 8.0 la prueba de Fisher indica que hay
diferencia altamente significativa enire este y el tipo de disolvente utilizado. Y Duncan agrupa como mejor
disolvente al NaCl en ambas molaridades 0.1M y 0.5M con una exigencia del 99%.Con una exigencia del
95% el mejor es 0.1M NaCl

En pH 9.0 Fisher sefiala que hay diferencia altamente significativa entie los disolventes y la prueba de
rango multiple de Duncan indica como mejor disofvente tanto para una probabilidad del 99% como del
95% al agua destilada y al NaCl 0.05M.

En el pH 10 0 también para Fisher existe una diferencia altamente significativa entre el tipo de disolvente
ulihzado Con la prueba de Duncan el mayor rendimiento se presenta utilizando ya sea agua destilada,
0.05M ¢ 0.4M NaCl con probabilidad del 99 y 95%.

En el caso de! pH 11.0 también hay diferencia altamente significativa en el fipo de disolvente que se
uthzo La prueba de Duncan propone 0.5M NaCl para un mayor rendimiento con prebabilidad del 99% y
95%.

Con pH 12.0 la diferencia en el tipo de disolvente que se ulilizo es altamente significativa. Duncan agrupa
con una P=99% con mayor rendimiento a 0.1M y 0.5M NaCl, mienfras que para una P=95% so6lo con
0.5M NaCL

La eleccion del disolvente empleado es importante porque si implica lo mismie ubtlizar agua que 0 1M
NaCl, o que importa es bajar costos de extraccion por lo tanto se decidio utilizar el primero. Y en cuanto a
la eleccion del proceso de acuerdo a los resuitados de la electroforesis y como se puede observar que
no hay un patrén de bandeo uniforme, sine que cambia singularmente con respecto af pH, esto nos indica

que se tienen proteinas de diferente naturaleza blogquimica, lo cual se refieja en la presencia o ausencia
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de las mismas dependiendo de las condiciones de solubilizacion  Por [o tanto la decision de pH y
solvente se fundamenta en los rendimientos.

12 b AJUSTE DE CONDICIONES PARA LA EXTRAGCION DE LAS PROTEINAS

Con base en las conclusiones del ratamiento estadistico y los perfiles electroforéticos se decidieron
explorar las variables tempo y relacion sustrato/disolvente fijandose las siguientes condiciones
experimentales:

Temperatura a 30°t 3°C

pH =10

Disolvente HO

Tiempos 20, 40 y 60 min

Relacion de harina-solvente 1715, /30y 1/45.

Determinaciones por triplicado.

Los datos obtenidos de proteina soluble {Lowry-SDS) para cada expermento se sometieron a un andlisis
estadistico (SPSS) y posteriormente las medias se agruparon mediante la prueba de Duncan para
observar si existia diferencia significativa entre si. (TABLA N.22}

El analisis de Fisher fue utiizado para encontrar diferencias entre las medias de cada fratamiento
analizado, nos permite determinar si los valores obtenidos son diferentes unos de ofros con niveles de
aceptacion dei 89 y 95%. La prueba de Duncan agrupo las 3 relaciones harina-solvente en ambos niveles
de aceptacion, esto nos indica que se obtiene casi la misma caniidad de proteina soluble a cualquier tipe
de relacidn estudiada.

Por otro lado, para cada relacion de harina/solvente se tuvieron 3 fiempos de solubilizacion; nuevamente,
Duncan agrupa estos 3 tiempos en ambos niveles de aceptacion (al 99 y 95%), esto es indicativo de que
el tiempo de extraccion no modifica fa cantidad de proteina soluble obtenida.

Para fines de oplimizacién y como sugerencia para su aplicacion a nivel industtial, se propone extraer 1as

proteinas a 30°C, pH =10, relacion harina-solvente 1/15 utilizando H,O destilada durante 40 min.
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TABLA N. 22
Analisis estadistico de la solubilidad a nivel piloto

. % PROTEINA :
REL. HARINA /H,0 | TIEMPO (min.) SOLUBLE ESTADISTICO
20 84.036 Fisher
115 40 68.018 Duncan
a0.01 a0.05
60 77.972 20,40,60
20 73.024 Fisher
40 66.198 Duncan
1730
«0.01 «0.05
60 80232 20,40,60
20 74.362 Fisher
a0 §2.128 Duncan
1743 @0.01 o005
60 62.928 20,40,60
Fisher
Duncan
a0.01 «0.05
i 115,130,145

3.3 CONCENTRADO PROTEICO DEL SALVADO DE ARROZ.

Después de realizar la solubilizacion bajo las condiciones ya mencionadas se ajusto a pH 7 (con HCI
0. tN) el sobrenadante en el cual se encuentran las proteinas solubles para que el aislado presentara
caracteristicas fisicas deseables (olor, color y textura). El siguiente paso fue pasteurizar para eliminar la
flora microbiana presente, esto se realizo para evitar algunas perdidas en el contenido y calidad de las
proteinas presentes en el salvado de arroz ya que algunos microorganismos pueden utilizar como fuente
de alimentacion precisamente este tipo de macromolécutas.

£! sobrenadante a pH 7 y pasteurizado se congelé inmediatamente a —40°C con acetona y hielo seco
{choque térmica) para su posterior secado por liofilizacion.

El producto obtenido es de una textura muy suave, ¢on un tamafio de particula muy fino y homogéneo, de

color crema y con un ligero olor a harina nixtamalizada.
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34 PROPIEDADES FUNCIONALES

La discusion de los resultados obtenidos tanto para ¢l salvado de arroz desgrasado y el concentrado
profeico se hard comparando los valores obtenidos para estos con ks resultados de tres aislados
comerciales de soya que actualmente se utilizan en fa industria de alimentos.

341 CAPACIDAD DE ABSORCION DE AGUA

Esta prueba se reporta como ef valor en ef cual se observa la presenicia de una pelicula de agua,
cantidad minima liberada en las condiciones experimentales que en este caso para los aislados de soya
comerciales fue de entre 560 y 700 mb agua/100g mueslra; los valores obtenidos para las muestras de
salyado de arroz resultan muy por debajo de fos obtenidos para los de soya (aproximadamente una
cuarta parte). Esta propiedad funcional no resuita muy favorable para las proteinas del salvado de arroz
porque las muestras de saivado no absorben mucha agua, posiblemente a que las proteinas no
presentan una buena Interaccién disolvente-protelna y tal vez si interacciones proteina-iipidos y proteina-
proteina; aunque también si s& analizan los analisis proximales de dos aislados de soya (981 y 646 ver
anexo 11} es interesante nolar el alto contenido de carbohidratos solubles lo cual sugiere adulteracion del
aislado con gomas o con almidones

TABLA N. 23
Absorcion de Agua (ml agua/f00g muestra)
SALVADO CONCENTRADO ARDEXF PROFAM PROFAM
DESGRASADO PROTEICO 646 081
150+0.0 160+0.0 600+0.0 560+0.0 700+0.0

342 CAPACIDAD DE ABSORCION DE ACEITE.

Aqui resulta el fundamento como una medida de la cantidad de aceite que la muestra es capaz de retener
en su estructura observandose como una pelicula apenas perceptible de aceite en la superficie de la
muestra, tras centrifugar. En este caso los aislados comerciales de soya presentan una absorcién de
acede similar a las de las proteinas del salvado de arroz (enire 80 y 130 mlLaceite/1 O0gmuestra). Las
proteinas presentes contienen grupos hidréfobos {carga *neutra®) gue propician este tipo de interaccion
con el aceite lanto en el salvado de arroz como en los aislados comerciales, el aceite agregado se inserta

n la matoz proteico-lipidica y esta impide su liberacion af ser centrfugada la muestra
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Los resultados obtenidos se observan en la siguiente tabla. (VER TABLA No. 24).

TABLA N. 24
Absorcidn de aceite {ml aceite/100 g muestra)
SALVADO CONCENTRADO ARDEX F PROFAM PROFAM
DESGRASADOD PROTEICO 646 281
1300.00 80x0.00 130+0 00 8020.00 110£0.00

343 HUMECTABILIDAD

Esta medicion cualtativa resulta de ta capacidad que tiene un polvo (proteico) para dispersarse en agua y
formar una suspension estable.

£ término de humectabilidad estd estrechamente relacionado con el contenido de humedad de la
muestra en esludio: si observamos, la humedad del saivado desgrasado y homogeneizado es de 5.2% y
su grado de humectacion es regular, al reducir este contenido de humedad a 2.4% por el proceso de
secado la humectabilidad aumenta, por lo tanto, podemos decir que el contenido de humedad es
nversamente proporcional al grado de humectabllidad de la muestra ya gue este parametro permite
observar su incorporacion de ka muestra con el agua y la capacidad de la misma para dispersarse.
Aunque Jos aislados de soya comerciales presentan concentraciones de proteina de aproximadamente
90%. la humectacidn que se reporta es de mala (ARDEX F y PROFAM 881) y solo PROFAM 646 da un
valor aceptable {buena) Las proteinas del salvado de arroz al aumentar la concentracion de proteina
aumentan, por consiguiente, su humectabilidad (de reguiar a excelente). (VER TABLA No. 25)

Esta propiedad resulta interesante en la elaboracion de polvos para bebidas.

TABLA No. 25
Humectabilidad* de las muestras de salvado y aislados de soya
SALVADO CONCENTRADO ARDEX F PROFAM PROFAM
DESGRASADO PROTEICO 646 981
REGULAR EXCELENTE MALA BUENA MALA

*medicion visual por duplicado
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344 SOLUBILIDAD vs pH.

La solubilidad a diferentes valores de pH es un paramefro que permite conocer fas condiciones de
exiraccion y oblencion del paquete proteico asi como la separacion de las diversas fracciones proteicas
presenles en una muestra Las proteinas fienen carga neta, repulsion electrostatica e hidratacion idnica;
factores que promueven la solutulidad de las proteinas.

Algunas de propiedades funcionales tienen relacion directa con la solubilidad {espumado, emulsificado, y
gelacidn).

E} salvado de arroz desgrasado y homogenei;zado presenta su maxima solubitizacidn a pH's alcalinos,
observandose que se recupera casi el 99% a pH de 10, son valores 16gicos si tomamos en cuenta que las
profeinas que se encuentran en el salvado de arroz son globulinas y albiminas, proteinas solubles a pH's
basicos. En pH's &cidos observamos que la solubilidad sdlo alcanza el 27%, resultado que nos da una
aplicacion en alimentos no sea para jugos y néctares que son productos acidos.

En el concentrado proteico se observa que Iz solubilizacion de las proteinas alcanza Unicamente el 72% a
pH 10, también observamos que a pH 4 se encuentra el valor minimo de solubilizacion lo que indica que
las proteinas tienen su punio isoeléctrico a este pH. El comportamiento antes y después de concentrar
las proteinas se refleja en 1a disminucian de la solubilidad a pH alcalinos.

E1 proceso de extraccién y purificacidn de las proteinas det saivado de arroz provecan una disminucién en
la solubilizacién de las mismas debido a que se favorecen mas las interacciones proteina-proteina gue
fas de proteina-sclvente en el concentrado proteico de salvado; caso conlrario sucede en el saivado
desgrasado y homogeneizado donde las proteinas prefieren interactuar con el solvente que con ellas
mISmas.

Los aislados de soya ublizados como patrén de referencia presentan su méxima solubilidad a pH de 10,
observando que el mayor % de protelna soluble lo tiene el ARDEX F con 65.25%, cabe mencionar que
los 3 aislados presentan su punto isoelécirico a pH 4 con la minima solubllizacion de sus proteinas,
ademas, vemos que PROFAM 981 presenta el valor minimo de solubilidad con apenas 10.98% de

proteinas solubles.(VER FIG.16 a 20, TABLA No.2 ANEXO )
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fig. 16
SALVADO DE ARRCZ DESGRASADO

fig. 17
CONCENTRADO PROTEICO
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fig 18
SOLUBILIDAD vs pH del PROFAM 646

fig 19
SOLUBILIDAD vs pH del PROFAM 981

fig. 20
SOLUBILIDAD vs pH del ARDEX F

FIG 16,17, 18,19y 20

SOLUBILIDAD vs gH

SOLVENTE- AGUA DESTILADA

SUSF’ENS.ION AL 1% DE PROTEINA Determinacian DE PROTEINA SOLUBLE POR EL METODO DE LOWRY-SDS
¥ PROTEINA SOLUBLE = g de proteina soluble/ 100 g de muesira

TABLA No 2 ANEXO |
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345 CAPACIDAD Y ESTABILIDAD DE LA ESPUMA

La capacidad y estabiidad de la espuma requiere un cierto grado de solubilidad de las proteinas para
favarecer su acomodo en la interfase proteina-aire.

Estas dos propiedades se evaluaron a pH de 4 y 7 observandose una mejor capacidad y estahilidad a pH
7 en todas las muesiras estudiadas.

En cvanto al salvado desgrasado y homogeneizado vemos que la capacidad y estabiidad aumenta
conforme aumenta el contenido de protefna (de 0.1 a 5.0%)yelpH de 4 a7.

Los valores obtenidos de estabilidad en funcion del fiempa son muy bajos (de! 94% para pH 7 vy del 15%
para pH 4); se observa que después de 30 min la espuma desaparece a pH 4; a pH de 7 la estabilidad
se mantiene constante a partir de los 10 min. en todas las concenfraclones analizadas. En 5% de
proteina tenemos un 93% de volumen y desciende a 72% manteniéndose hasta los 120 min. gque durd la
prueba

Los resultados obtenidos para el concentrado proteico a pH de 7 son del 600% de incremento en el
volumen lo que indica una mejora en esta propiedad, es decir, las proteinas concentradas presentan
mayor estabilidad en la inferfase aire-solvente ademdas de que favorecen la incorparacion de aire a la
malnz proteica En este caso la estabilidad de 1a espuma permanece constante hasta los 120 min. con
0 5% y 1% de proteina y para 0.1% la estabilidad disminuye conforme aumenta el tiempa hasta llegar a
cero a los 120 min

Con respecto al pH de 4 obtenemos un % de incremente en el volumen de apenas 100 para 1.0% de
protefna pero la espuma desaparece casi al minuto de prueba, por tal motivo la grafica de estabilidad de
la espuma a pH de 4 para el concentrado proteico no se ilusira.

Los aislados de soya no presentan capacidad y estabilidad de la espuma tan elevada como la presentada
por el concentrado proteico de salvado. La lendencia es similar entre los valores obtenidos de espuma de
los aislados' aumenta conforme aumenta la concentracion de protelna y el valor de pH y disminuye hasta
casi desaparecer conforme{ aumenta el tiempo de prueba; los valores méximos alcanzados son def 185%

para PROFAM 881 a pH de 7 cen 5% de proteina teniends el valor maximo.
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Por estas cualidades el concentrade proteico de salvado se puede proponer como aditive en alimentos de

reposteria como Mmousse, crema batida, pasteles, helados, efc. (VER FIG. 21 a fa 33 TABLAS 3 a 13

ANEYD 3
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FIG.21,22,23,24y25

CAPACIDAD DE FORMACION DE ESPUMA EN FUNCION DE LA CONCENTRACIGN DE PROTEINA
% INCREMENTO DE VOLUMERN = {vol. final — vol. inicial/ vol. inicial) X 100

ESPUMA PREPARADA CONBUFFERApH4y7con 01,05, 1 0 5 0% de proleina

TABLAS No 3y 4 ANEXO |
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fig 27
ESTABILIDAD DE LA ESPUMA del PROFAM 646 a pH 4
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fig 28
ESTABILIDAD DE LA ESPUMA del PROFAM 981 a pH 4

cero 1min 1Gmin 30min 1h 2h
TIEMPO

fig. 29
ESTABILIDAD DE LA ESPUMA del ARDEX F a pH 4
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fig 30
SALVADO DE ARROZ DESGRABADO apH 7
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500 fig. 32
ESTABILIDAD DE LA ESPUMA del PROFAM 646 a pH 7
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€a0 fig. 33
ESTABILIDAD DE LA ESPUMA del PROFAM 881 apH 7
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600 fig. 34
ESTABILIDAD DE LA ESPUMA del ARDEXF apH 7
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FIG 26, 27, 28, 29, 30,31, 32y 33

ESTABILIDAD DE LA ESPUMA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA Y DEL TIEMPO (min )
¢4 INCREMENTO DE VOLUMEN = {vol final - vel. inicialf vol njcial) X 100

espumas preparadas al 01, 05, 10 Y 5.0% de proteina (p/v) a 2 diferentes valores de pH {4y 7)

TABLAS No 5a 13 ANEXO |
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346 ESTABILIDAD DE EMULSION E INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE.

El indice de actividad emulsificante (IAE) evalla la capacidad de las proteinas para formar emulsiones al
disrunuir 1a tensién interfacial presente en la solucion agua-acerte. Las emulsiones formadas presentan
dwersos grados de estabilidad, fa cuat es medible bajo la cantidad de aceite que coalesce en la muestra
Referente a la estabilidad de emulsién la muestra de salvado desgrasado presenfa un % de acelte
coalescido igual a cero a partir de 0 5% de proteina para pH 7, mieniras que la emulsién presenta su
100% de estabilidad al 1% de proteina para pH de 4, observandose que esta ultima comienza a ser
estable al 0.5% de proteina con inicamente 10% de aceite coalescido

El concentrado proteico de salvado presenta 100% estabilidad de emulsion al 05% de proteina
presentando al inicio 50% de acette coalescido a pH de 7; en el caso de pH 4 el % de aceite coalescido
es del 100 y 75% para 0 1y 0 5% de proteina, observando el 100% de estabilidad hasta 1% de proteina.
La emulsidn a pH de 4 es mucho mas estable en el salvado desgrasade que en &l concentrado debido a
que la solubllidad es directamente proporcional a la capacidad de emulsion que presentan las proteinas,
esta relacion no se observa cuando hay presencia de proteinas insolubles, pues solo aquellas gue se
encuentran en solusién podrian migrar a la interfase y ejercer sus propiedades superficiales.

Para los aislados de soya la mejor estabilidad la presenta PROFAM 981 a pH7, ya que desde 0.1% de
proteina observamos 100% de estabilidad y para pH de 4 la estabilidad es hasta 5% de proteina ARDEX
F y PROFAM 646 presentan 0 y 100% de aceite coalescido con 5% de proteina a pH 4 y 20 y 5% de
aceite coalescido con 0.1% de proteina para pH de 7.

Refarente al IAE el salvado desgrasado presenta una tendencia en aumento para ambos pH conforme
aumenta él % de proteing, sin embargo, a pH 4 los valores son mucho mas pequefios que los gue se
ohservan a pH de 7, comprobando con esto la mayor actividad a pH basico.

E! concentrado proteico la tendencia es similar, sin embargo, los valores de actividad son casi el doble
que los presentados en el salvado desgrasado, por tal motivo se puede decir que fa actividad

emulsificante aumentd conforme fas proteinas purificaban.
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5 COALESCENCIA

% CQOALESCENCIA

l.a comparacion con los aislados comerciales nos muestra que la mayor achividad la presenta PROFAM

981 sin1gualar o alcanzar los valores obtenidos por el concentrado proteico. (VER FIG. 34 a 49 TABLAS

14 a 20 ANEXO 1)
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IAE del PROFAM 981 a pH 4
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IAE del ARDEX F a pH 4
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347 (GRADO DE AGREGACION DE LAS PROTEINAS.

£1 grado de agregacion esta relacionado con el poder gelificante gue presentan las proteinas en estudio
En esta prueba se mide fas Interacciones proteina-proteina gue se ven favorecidas por fa accién de los
1ones calcio (++).

£l grado de agregacion a pk de 4 es muy bajo referente al salvado desgrasado, el concentrado proteico
no presentd agregacion a este pH, por tal motivo no hay grafica correspondiente; se observa que Ia
maxima agregacion se presenta al 5% de proteina con 140 mM de cloruro de calcio. Al respecto, los
aslados comerciales de soya (PROFAM 981 y ARDEX F) su agregacion es casi nula con respecto al
PROFAM 646 que es el que muestra resuitados mas elevados observandose la maxima agregacién al
9% de proteina con 160 mM de cloruro de calcio

El grado de agregacién que alcanza el concentrado proteico a pH 7 es altamente sighificativo
comparandolo con los aislados comerciales y aun can el salvado desgrasado. El concentrado proteico
presenta su valor maximo de agregacion con 5% de proteina y 160 mM de cloruro de calcio, este valor es
muy elevado; los aislados comerciales presentan casi los mismos valores para este pH y el salvado

desgrasado se celoca en el ultimo lugar para este pH. (VER FIG 50 a 53, TABLAS No. 21 a 25 ANEXO

).
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ABSORBANCIA (400nm)

fig. 50
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348 GOAGULACION DE PROTE[NAS.

La coagulacidon se refiere a una agregacion NO ordenada de proteinas, provocada por desnaturalizacion
(tratamiento térmico a 90°C) donde predorminan las interacciones proteina-proteina y disminuyen las de
proteina-solvente, esto proveca la formacién de un gran coagulo

La coagulacion puede ser favorable en algunos sistemas alimenticios proporcionando texturas deseables
(como: en quesos, yoghurt, preductos para panificacién, efc.), sin embargo, en otro tipo de productos
(como: sopas en lata, instanténeas, purés de tomate, caldos de pollo, etc.) es requisito que las protelnas
presentes no coagulen, ya que en este tipo de alimentos se busca una consistencia fiuida v liquida.

Tanto el salvado desgrasado como el caoncentrado proteico no presentan protelnas coagulables a
ninguno de ios dos pH's estudiados (4 y 7) lo que representa que las proteinas tienen mas afinidad con el
solvente con el cual interactlan (agua destilada a pH 4 y 7} que con ellas mismas

Los aislados de soya presentan coagulacion a pH 4 (aproximadamente del 20 al 50% de las proteinas
solubles), pero resuita minima Ja coagulacién a pH de 7 donde la carga neta de las mismas en casi cero y

son mas las interacciones proteina-solvente (VER TABLA No. 26).

TABLA No. 26
Coagulacién® de las proteinas de las muestras de salvado y aislados de soya
SALVADO CONCENTRADO ARDEX F PROFAM PROFAM
DESGRASADO PROTEICO 646 981
pH4 pH7 pH4 pH7 pH4 pH7
1% 30.58 0.00 1% 844 0.00 1% 56.76 7.81
NO HUBO NO HUBO 3% 32.05 619 3% 442 000 3% 48 4.01

COAGULACION COAGULACION 5% 30.00 643 5% 4375 0.00 5% 49 1.56
7% 21.25 463 7% 4649 3019 7% t482 517
9% 22.66 0.00 9% 49.64 20.34 9% 17.14 2.41

*Determinada como: g proteina solubfe/100 g muestra
Calcutada por el método de Lowry-SDS (VER ANEXO 11}
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348

EVALUACION DE LAS MUESTRAS DE SALVADO vs AISLADOS DE SOYA

Con base a los resultados obtenidos se realizo una comparacion de los resultados obtenidos para las

muestras de salvado de arroz con los de aistados de soya comerciales; esto con el fin de tener una

evaluacion general de las propiedades funcionales estudiadas y dar un veredicto en cuanto a las

propuestas de wiizacion de las muestras de salvado de arroz.

SALVADO CONCENTRADO {ARDEX| PROFAM | PROFAM
PRUEBA FUNCIONAL DESGRASAD PROTEICO F 646 981
O
Capacidad de absorcion de agua
(ML agua/100 g muestra) 150 160 600 560 700
CALIFICACION 21.43 22.86 85.71 80 100
, Capacidad de absorcion de aceite
; {mL aceite/100 g mugstra} 130 &0 130 80 110
CALIFICACION 100 61.54 100 61.54 86.62
pH 6.45 7.00 6.76 6 41 7.12
: CALIFICACION 92.14 100 86.57 91.57 101.71
. HUMECTABILIDAD REGULAR EXCELENTE MALA | BUENA MALA
H CALIFICACION 70.00 100 50.00 £0.00 50.00
SOLUBILIDAD vs pH
{g prot sol /100 g muestra)
; pH 2 27.76 27.86 51.81 38.11 47.70
CALIFICACION 53.58 53.77 160 73.56 92.07
pH 4 26.87 18.79 18.21 19.67 10,98
CALIFICACION 100 £9.93 67.78 73.20 40.86
pH B 36.69 2219 40.37 30.92 38.59
CALFICACION 90.88 54.97 100 76.59 95.59
pH 8 57.04 71.75 64.36 43 62 50.12
CALIFICACION 79.5 100 89.7 60.79 69.85
pH 10 98 65 74 47 65.25 55.79 58.43
CALIFICACION 100 74.73 65.48 55.99 58.64
CAPACIDAD DE ESPUMADO
{% de incremento de volumen)
pH4
0.1% 7.14 25 0.0 14.28 107 5
CALIFICACION 6.64 23.26 0.0 13.29 100
0 5% 19.29 50 11.43 20.71 122.5
CALIFICACION 15.75 40.82 9.33 16.91 100
1.0% 32.29 100 35.71 35.71 127.5
CAL{IFICACION 2533 78.43 28 28.01 100
5.0% 39.29 100 87.86 39.29 138
CALIFICACION 28.47 72.46 63.67 28.47 100
ESTABILIDAD DE ESPUMA
{% incremento de volumen)
pH4
10 min,
P 0.1% 4.29 0.0 0.0 4.29 22.86
P CALIFICACION 18.77 0.0 0.0 18.77 100
] 05% 8.57 0.0 429 857 543
‘ CALIFICACION 15.78 0.0 7.9 15.78 100
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1.0% 21.43 00 32 86 21.43 7143
CALIFICACION 30.0 0.0 46.0 30.0 100
5.0% 7.14 0.0 89.26 7.14 85.71
CALIFICACION 8.0 0.0 100 8.0 96.02
ESTABILIDAD DE ESPUMA
{% incremento de volumen)
pHA4
2h
0i% 0.0 0.0 0.0 0.0 1.43
CALIFICACION 0.0 0.0 0.0 0.0 100
0.5% 0.0 0.0 2 86 0.0 25.71
CALIFICACION 0.0 0.0 11.12 0.0 100
1 0% 0.0 0.0 5.71 8.57 14.3
CALIFIGACION 0.0 0.0 39.93 59.93 100
5.0% 0.0 0.0 28.57 0.0 11.43
CALIFICACION 0.0 0.0 100 0.0 40.01
CAPACIDAD DE ESPUMADO
{% incremento de volumen)
pH7
0.1% 4.29 217 78.57 14.29 127
CALIFICACION 1.98 100 36.21 6.58 58.53
05% 16.43 405 i23.57 46 43 168
CALIFICACION 4.06 100 30.51 11.46 41.68
10% 35 565 131.43 5143 182
CALIFICACION 6.19 100 23.26 9.10 32.21
5.0% 94.29 565 95.71 60 200
CALIFICACION 16.69 100 16.94 10.62 35.39
ESTABILIDAD DE ESPUMA
(% incremento de valumen)
pH7
10 min.
0.1% 0.0 217 i2.86 7.14 70
CALIFICACION 0.0 100 5.93 3.29 32,25
05% 7.14 365 114.29 36 43 135.71
CALIFICACION 1.96 100 31.31 9.98 37.18
1.0% 32.14 565 98.57 39.29 150
CALIFICACION 5.68 100 17.45 6.95 26.55
5 0% 73.57 565 90 50.71 178.67
CALIFICACION 13.02 100 15.93 8.98 31.61
ESTABILIDAD DE ESPUMA
(% incremento de volumen)
pH7
2 h.
0.1% 0.0 0.0 1.43 0.0 30
CALIFICACION 0.0 3.0 4.77 0.0 100
0 5% 4.29 85 1.43 571 22.86
CALIFICACION 5.05 100 168 6.72 26.89
1.0% 16.43 485 14.26 4.29 100
CALIFICACION 3.53 100 3.07 .02 21.50
5.0% 73.57 465 34.29 44.29 170
CALIFICACION 15.82 100 7.37 9.52 36.56
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{ ESTABILIDAD DE EMULSION

pH 4
0.1% 32.17 0.0 0.0 0.0 0.0
CALIFICACION 3247 0.0 0.0 0.0 0.0
05% 92 41 3272 0.0 0.0 0.0
CALIFICACION 92.41 32.72 0.0 0.0 0.0
1.0% 100 100 6.0 0.0 0.0
CALIFICACION 100 100 0.0 0.0 0.0
5.0% 100 100 80.14 0.0 100
CALIFICACION 100 100 89.14 0.0 100
ESTABILIDAD DE EMULSION
pH7
0.1% 9.49 49.7 7178 91.48 100
CALIFICACION 9.49 49.7 71.78 91.42 100
0.5% 100 100 100 100 100
CALIFICACION 100 100 100 100 100
; 1.0% 100 100 100 100 100
{ CALIFICACION 100 100 100 100 100
: 50% 100 160 100 100 100
i JAE
’ (m?g)
pH 4
0.1% 6.91 2277 15.06 37.82 15.76
CALIFICACION 18.27 60.21 358.82 100 41.67
0.5% 4,45 13.61 2.85 19.33 295
CALIFICACION 23.02 70.41 14.74 100 15.26
1.0% 364 9.40 2.36 5,97 6.46
CALIFICACION 38.72 100 2511 63.51 68.72
5.0% 3.64 0.40 152 1.33 1.46
CALIFICACION 38.72 100 1617 14.15 15.53
IAE
(m/g)
pH7
0.1% 47.44 55.88 53.29 53.02 B86.43
CALIFICACION 54,87 65.28 61.66 61.34 100
0.5% 22.02 27.48 30.92 49.32 47 26
CALIFICACION 4465 5572 62.70 160 95,82
1.0% .27 17.34 76.54 3333 25,79
CALIFICACION 6.81 52.03 79.63 100 77.38
5.0% 2.27 17.34 7.88 10.99 8.09
CALIFICACION 13.09 100 45.44 63.38 46.66
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"AGREGACION ORDENADA®
{absorbancia a 400nm)
pH 4
1% 0.089 (i) 0.05 028 0.03
CALIFICACION 35.36 0.0 17.88 100 10.71
3% 0.3256 0.0 0.18 0.29 0.04
CALIFICACION 100 0.0 55.38 89.23 12.31
5% 0.563 0.0 0.14 0.37 0.05
CALIFICACION 100 0.0 24,87 65.72 8.88
AGREGACION ORDENADA"
{absarbancia a 400nm}
pH 7
1% 0.872 5.796 2.45 2.60 2.14
CALIFICACION 16.77 100 42.27 44.86 36.92
3% 1.54 7.475 3.07 T2.90 2.96
CALIFICACION 20.60 100 41.07 38.79 39.59
i 5% 1.86 152 3.88 359 410
CALIFICACION 12.24 100 25,59 23.62 26.97
“Para agrégacion se fomo el dato mas grande a cada % de proteina independientemente de la

concentracion de CaCl2

De ta evaluacion anterior se desprende que para la capacidad de absorcién de agua las muestras de
salvado de arroz se encuentran muy por debajo del valor méximo mostrado por PROFAM 981, debido a
que lag calificaciones obtenidas se encuentran entre 21 y 22. Con respecto a la capacidad de absorcion
de acelle la muestra de salvado desgrasado muestra el valor maximo al igual que ARDEX F dandole una
calificacion a ambas de 100, por ofro tado el concentrado proteico de salvado muestra una disminucion
en esla propiedad, igualande su valor al que presenta PROFAM 646; en general podemos decir que
nuestras muestras compiten en esta propiedad con los aislados comerciales.

£n cuanto al pH las muestras en general se encuentran casi en el mismo rango, observandose que
PROFAM 981 es la mueslra mas basica y el salvado desgrasado y el PROFAM 646 son las muesfras
mas acidas

La humectabilidad del concentrado de salvado presenta las mejores caracteristicas de fodas las
muestras con 100 de calificacion en la evaluacién, los aistados muestran 50 de calificacién (PROFAM 981
y ARDEX F).

Con respecio a la solubllidad, el salvado desgrasado presenta una similitud en esta propiedad con
respecto al ARDEX F, siendo fa muestra de aislado mas soluble, el concentrado proteico de salvado es

soluble pero en menor proporcidn que los ya mencionados. Los aislados de soya PROFAM 981 Y 646
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presentan 13 menor solubllidad de todas las muestras. Y debido a que el Ardex F es utihzado en la
slaboracién de bebida, al salvade de arroz podemos catalogarle comp apto para bebidas

£s evidente la capacidad y estabildad de espuma que presenta el PROFAM 981 a pH 4 siendo la mejor,
muentras que el salvado desgrasado se compara en vafores al PROFAM 646 paro por debaje de este;
finalmente, el concentrado proteico no presenta estabilidad de espuma a este pH.

A pH 7 la mejor capacidad y estabilidad de espuma [a presenta ¢l concentrado proteico de salvado, el
cual trene valores muy por amiba de las demas muestras; el salvado desgrasado y ARDEX F siguen este
comportamiento con datos por abajo. Lo cual lo coloca como un excelente agente espumante.

El 100% de estabilidad de emulsian a pH de 4 de las muestras de salvado se observa desde el 1% de
proteina, mientras que los aislados de soya muestran a 5% una estabilidad del 89 y 100% para ARDEX F
y PROFAM 981 respectivamente; PROFAM 646 no es estable a ninguna concentracion de proteina

A pH 7 12 mejor estabilidad de emulsion la presenta el PROFAM 981 dando valores de 100% desde 0.15
de proteina, las muestras de salvado de arroz son estables en un 100% al 0.5% de protelna Por lo que al
comparar ¢! aisiado proteico de arroz con los de soya podemos sugerir su utilizacion en la industria de
carnicos, con la reserva de tratar de mejorar su absorcion de agua.

Referente a agregacion ordenada, el salvado desgrasado presenta una mejor agregacidn a pH 4
siguiende en orden decreciente PROFAM 646, ARDEX F y PROFAM 981. El concentrado proteico de
salvado no presenta agregacion a este pH.

A pH de 7 las propiedades de agregacion ordenada mejoran notablemente en el concentrado proteico
siendo la que tiene la calficacion de 100 a casi todas las concentraciones de proteina; los aislados
comerciales al igual que el salvado desgrasado presentan valores ruy similares entre elias perc muy por
debajo de los resultados obtenido para el concentrado proleico. Esta propiedad funcionai ubica al
concentrado proteico con altas posibilidades de ser un agente gelificante, lo cual o sigue ubicando en el

mercado para productos camicos,
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El salvado de arroz de! tipo Milagro-Fifipino presenta una cantidad considerable de proteina
{13.86%)}, io cual lo hace un producto de interés para su esfudio en cuanto al contenido
proteico.

El proceso de homogeneizacion y desgrasado de! salvado de arroz facilita ta conservacion del
mismo por la eliminacion de &cidos grasos, ademéas de que se permite una buena manipulacion
para la extraccién de las proteinas; este procedimiento concentra 1.3 veces el contenido
protelco del salvado de arroz native.

Las proteinas solublas del salvado de arroz presentan una buena solubilidad a pH de 10 y
ademas en este valor se observa el menor dafio ¢ desnaturalizacion de las mismas.

La concentracién  de las proteinas solubles-mediante el secado por liofilizacidn resuité un
metodo adecuado para la obtencién de la mayoria de las proteinas presentes.

£l salvado de arroz desgrasado y homogeneizado presenta propiedades funcionales
interesantes como: absorcion de aceite, solubilidad a pH's alcalinos y estabilidad de emulsion &
indice de achvidad emulsificante; estos valores igualan y en la mayeria de los casos superan
los alcanzados por los aislados de soya comerciales.

El concentrado proteico de salvado supera los resultados obtenidos de algunas de las
propiedades funcionales enconfradas en ¢! salvade desgrasado y homogeneizado como son:
humectabitidad, estabiidad de emulsion, agregacion ordenada de proteinas, capacidad vy
estabifidad de la espuma En ofros casos estas propiedades se vieron reducidas: solubilidad,

absorcion de agua y de aceite.



El meétodo propuesito para concentrar las proteinas del salvado de arroz permute la
recuperacion del matenal proteico presente en el salyado de arroz en términos cuantitativos y
cualitativos aceptables dando como resultados caracteristicas funcionafes deseables para su
utilizacién como aditives en algunos productos alimenticios procesados.

Basandonos en los resultados cbtenidos de propiedades funcionales se sugiere el uso de las
proteinas del salvado de amoz como un aditvo del tipo surfactante y espumante para su
utilizacién en productos de reposterfa y confiterfa; ademas de que su ufifizacidon se puede
ampliar en la formulacién de bebidas preparadas en polvo por su excelente humectacion.

Se recomienda implementar a nivel piloto el método de extraccidn y concentracion de las
proteinas {Diagrama 3) para evaluar rendimiento y costos.

£l presente trabajo queda como referencia para estudios posteriores de aplicaciény uso de las

protelnas del salvado de arroz y sus propiedades funcionales para su utilizacidn en alimentos.




DIAGRAMA 3 . .
PROPUESTA PARA LA EXTRACCION OE PROTEINAS DEL SALVADO DE ARROZ

Disolvente AGUA CORRIENTE
pH 10.05- 10 08 30 - 35°C

I salvado de arroz nativo ]

Y v

Molido, desgrasado y Agregar harina de salvado de arroz
tamizado {malla N. 40) 115

1

MEZCLADO
Agitacion a 120 r.p.m., 40 min.

SISTEMA DE

SOLUBILIZACION i
’7Medir:|0n depHy lemperatuj

Y

Mantener entre 30 — 35°C

k2

Ajustar pH 10.05 — 10.08
NaOH 1N

hd
| Detener reaccion enfriando a 4°C

v

Centrifugar a
16,000 r p.m / 30 min.

Sobrenadante .
Proteina soluble Premp_nltado
Proteinas insolubles

y v

Pasteurnzar «  Composicion proximal
62.7°C/30 min. »  Pruebas en formulas para nutricion
v animal
« Evaluacion de Propiedades funcionales

Secado por Liofilizacion

¥

Almacenar a 4°C 'protegido delaluz J




ANEXQ |
TABLAS DE RESULTADOS

Tabla No. 1
Granulometria del salvado de arroz nativo
Peso inicial: 100 g

TAMIZ g retenidos

0,
{micras) por malla % SOLIDOS
600 24,63 27.42
425 12.38 13.78
300 15.42 1747
250 9.75 10.85
180 13.01 15.49
150 425 473
125 472 5.25
106 211 2.35
RESIDUAL 2.66 2.96
Perdidas: 10.17 g
Tabla No. 2
Solubslidad vs pH
SALVADO CONCENTRADO PROFAM 646 PROFAM
PH  DESGRASADO PROTEICO ARDEX F 981
2 27.76 27.86 51.81 38.11 47.70
4 26.87 18.79 18.21 19.67 10.98
6 36.69 22.19 40.37 30.92 3359
8 57.04 7175 64.56 43.62 50.12
10 99.65 74.47 65.25 55.79 58.43
Tabla No.3
Capacidad de espumado a pH 4
% SALVADO CONCENTRADO ARDEX F PROFAM 646 PROFAM
PROTEINA DESGRASADO PROTEICO 981
0.1 7.14 25 0.0 14.29 107.5
0.5 18.29 50 11.43 20.71 122.5
1.0 3229 100 35.71 35,71 127.5
5.0 39.29 100 87.86 39,29 138
Tabla No. 4
Capacidad de espumado a pH 7
% SALVADO COMCENTRADOQ ARDEX F PROFAM 646 PROFAM
PROTEINA DESGRASADO PROTEICO 981
0.1 4.29 217 78.57 14.28 127
0.5 16.43 405 123.87 46.43 168
1.0 35 565 131.43 51.43 182

5.0 94 29 565 95.71 60 200



Tabla No. §
Esiabilidad de la espuma a pH 4
SALVADO DESGRASADO

TIEMPO CONCENTRACION DE PROTEINA
{min.) {%)
0.1 0.5 1.0 50
1 7.14 18.28 32.29 39.29
10 4,29 8.57 21.43 714
30 1.43 5.71 10.714 5
60 0.0 4.29 i0 10
120 0.0 8.0 0.0 0.0
Tabla No. 6
Estabilidad de 1a espuma a pH 4
ARDEX F
TIEMPO CONCENTRACION DE PROTEINA
{min ) (%)
0.1 0.5 1.0 5.0
1 0.0 10.31 35.0 86.43
i0 0.0 4329 32.86 89.26
30 0.0 2.86 14.29 88.57
60 0.0 2.86 10.0 81.43
120 00 2.86 871 28 57
Tabla No. 7
Estabilidad de la espuma a pH 4
PROFAM 646
TIEMPO CONCENTRACION DE FROTEINA
{min.) (%)
0.1 0.5 1.0 5.0
1 7.14 19.29 34.29 39.29
10 429 8.57 21.43 7.14
30 i.43 571 10.71 50
50 0.0 286 10.0 2.86
120 0.0 0.0 8.57 0.0
Tabla No. 8
Estabilidad de Ia espuma a pH 4
PROFAM 961
TIEMPO CONCENTRACION DE PROTEINA
(min.) (%)
0.1 0.5 1.0 5.0
1 42.86 71 77.14 91.43
10 22.86 54.3 71.43 85.71
30 10.0 3214 37 14 68.57
60 571 30,0 243 34.3
120 143 25.71 14.3 11 43
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TablaNo @
Estatilidad de laespuma a pH 7

SALVADO DESGRASADO
TIEMPO CONGENTRACION DE PROTEINA
{min ) (%)
0.1 0.5 1.0 50
1 2.86 16.43 35 94.59
10 0.0 7.14 32.14 73.57
30 0.0 7.14 1929 73.57
60 0.0 429 16.43 73.57
120 0.0 4.29 16.43 73.57
Tabla No. 10
Estabilidad de la espuma a pH 7
CONCENTRADO PROTEICO
TIEMPO CONCENTRACION DE PROTEINA
{min.) (%}
0.1 05 10 50
1 217 405 565 565
10 217 365 565 565
kit 67.9 360 565 565
60 42.5 335 565 565
120 0 85 465 465
Tabla No. 11
Eslabitidad de laespumaapH 7
ARDEX F
TIEMPO CONCENTRAGCION DE PROTEINA
{min. ) {%)
6.1 0.5 1.0 5.0
1 78.57 123.57 130.71 94.29
i0 2.86 114.29 98.57 90.0
30 2.86 50.0 14.26 84.28
60 1.43 85.7 14.26 3571
120 1.43 1.43 14.26 3429
Tabla No. 12
Estabilidad de la espumaa pH 7
PROFAM 646
TIEMPO CONCENTRACION DE PROTEINA
{min ) {%)
0.1 05 1.0 5.0
1 14.29 4143 4571 57.14
10 7.14 36.43 39.29 50.71
30 0.0 32.86 34.29 48.57
60 0.0 12.14 18.57 47.14

120 0.0 5.71 4.29 44.29
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Tabla No. 13
Estabilidad de laespumaapH 7

PROFAM 981
TIEMPC CONCENTRACION DE PROTEINA
{min } %}
0.1 05 1.0 50
1 75.71 138,71 167.14 181.43
10 70 135.71 150.0 178.57

30 68.57 132.86 148.57 175.7
60 57.14 31.43 142.85 170.0

120 30.0 22.86 100.0 170.0
TablaNo 14
Estabilidad de Emulsidn a pH 4
% SALVADO CONCENTRADO ARDEX F PROFAM 646 PROFAM
PROTEINA DESGRASADO PROTEICO 981
01 3217 0.0 0.0 0.0 0.0
a5 92.41 3272 0.0 0.0 0.0
10 100 100 0.0 0.0 0.0
5.0 100 100 89.14 0.0 100
Tabla No. 15
Estabiiidad de Emulsiéna pH 7 _
% SALVADO CONCENTRADO ARDEX F PROFAM 646 PROFAM
PROTEINA DESGRASADQ PROTEICO 981
0.1 9.49 49.7 71.78 9148 100
05 100 100 100 100 100
10 100 100 100 100 100
50 100 100 100 100 100
Tabla No. 16
IAE {indice de actividad emulsificante}
SALVADO DESGRASADO
% PROTEINA pH 4 pH7
IAE (m?/g) % TURBIDEZ 1AE (m¥g) % TURBIDEZ
0.1 6.91 226 47.44 2372
05 4.45 17.27 2202 55.04
1.0 384 18.19 227 56.77

5.0 364 18.19 2.27 56.77
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Tabla No. 17
IAE (indice de actividad emulsificante)
CONCENTRADO PROTEICO

% PROTEINA pH4 pH7
IAE (m%g) % TURBIDEZ IAE {m*/g) % TURBIDEZ
0.1 2277 6.83 59 878 16.66
0.5 13.61 2042 27.48 4153
1.0 9.39 3121 17.34 53.35
5.0 9.39 31.21 17.34 53.35
Tabla No. 18
IAE (Indice de actvidad emulsificante)
ARDEXF
% PROTEINA pH4 pH7
IAE (mé/g) % TURBIDEZ 1AE (mig) % TURBIDEZ
01 15.06 327 53.29 11.57
0.5 2.85 309 30.92 3357
1.0 236 5.13 56.04 57.61
5.0 .62 16.54 7.80 85.84
Tabla No. 19
IAE ({indice de actividad emulsificante)
PROFAM 646
% PROTEINA pH 4 pH 7
1AE (m*q) % TURBIDEZ 1AE (m#/g) % TURBIDEZ
0.1 37.82 8.21 53.02 11.51
05 19.33 30.90 49.32 53.54
i0 5.97 12.97 33.33 72.37
5.0 1.33 14.85 10.99 119.29
Tabla No. 20
IAE (indice de actividad emulsificante)
PROFAM 981
% PROTEINA pH4 pH7
1AE {m?/g} % TURBIDEZ IAE (m¥g) % TURBIDEZ
01 15.76 - 3.85 83.43 21.11
0.5 2.95 361 4726 57.20
1.0 6.46 15.78 2579 6300
5.0 . 146 17.81 8.09 98.80
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Tabla Mo 21
Agregacion de proteinas

SALVADO DESGRASADO
C;a'z CONGENTRACION DE PROTEINA (%)
oH A oH 7

1.0 3.0 5.0 1.0 3.0 50
20 0.086 0325 0.371 0641 144 1.84
40 0.09% 0313 032 0626 147 1.82
60 0.067 0.217 0.454 0904 148 18
80 0.063 02689 0421 0972 154 1.86
100 0.081 0281 0.391 0844 151 1.86
120 0053 0.245 0396 0836 146 176
140 0088 0279 0563 0912 149 182
160 006 027 0397 0728 152 1.86
180 0.05t 0194 0.421 0702 138 1.8
200 0.037 0251 0.347 0658 138 18
220 D.068 0.248 0.383 0.828 1.49 1.84
240 0.05¢ 0211 036 075 138 17

Tabla No 22
Agregacion de proteinas
CONCENTRADO PROTEICO

CaClz CONCENTRACION DE
M PROTEINA (%)

pH7
1.0 30 50
20 5796 6.338 9.681
40 2505 6.1 12215
60 2616 6.988 12.81
80 243 7.475 12985
100 258 7.2 11835
120 2475 6988 1176
140 2511 6.813 12425
160 2493 6.95 16.2
180 1682 675 13.84
200 2334 6513 142
220 1968 65 14.86
240 1,802 65225 12.48
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Tabta No 23
Agregacibn de proteinas
ARDEXF

CaCiz CONCENTRACION DE PROTEINA (%)

mM
pH4 pH7

1.0 3.0 50 7.0 9.0 10 3.0 5.0 7.0 9.0
20 .03 0.09 0.05 0.04 0.90 1.39 2.34 0.62 0.60 1.24
40 0.03 013 0.05 0.21 0.79 1.32 1.44 0.71 0.57 1.11
60 0.03 0.10 0.06 0.1 029 2.02 294 3.28 3.66 3.51
80 0.02 0.13 0.05 0.05 0.25 1.78 2.90 3.20 347 3.88
100 0.01 0.12 0.08 0.15 0.20 2.45 2.92 3.24 3.44 3.36
120 0.02 0.156 0.08 0.14 0.31 2.0 3.01 3.79 369 3.89
140 , 0.02 0.17 0.06 0.16 0.47 1.40 2.82 3.68 3.21 3.82
160 0.04 0.15 Q.08 0.19 0.28 1.88 3.07 3.89 3.48 4.50
180 0.05 0.18 0.14 0.26 0.29 1.87 2.93 3.79 3.79 4,27
200 0.04 0.10 0.05 0.13 0.81 109 0.14 0.22 244 0.339
220 0.04 010 008 01t 090 1.99 2.93 3.56 356 4,38
240 0.28 016 0.08 0.23 081 1.78 2.83 358 363 3.37

Tabla No. 24
Agregacién de proteinas
PROFAM 646
CaCl2 CONCENTRAGION DE PROTEINA (9
M {%)
pH 4 pH7?
1.0 3.0 5.0 70 2.0 1.0 30 50 7.0 9.0

20 012 029 0.31 0.28 3.36 1.65 0.97 2.93 240 2.24
40 0.08 0.18 0.20 025 3.088 1.03 2.13 235 2.29 2.51
80 004 0.12 0.28 025 2.31 230 2.87 355 2.52 3.83
80 003 0.1% 0.15 0.27 2.37 280 2856 3.28 2.50 3.62
100 0.01 0.14 0.28 0.27 2.03 226 241 215 3.34 3.84
120 0.03 0.15 0.12 0.34 242 228 2.4 3.18 3.29 4.06
140 0.24 0.13 0.23 0.256 2.30 2.28 2.37 3.39 267 4.04
160 0.02 012 0.27 0.24 2.52 211 2.78 3.59 223 4.5
180 6.07 0.09 0.26 0.19 228 222 270 2.29 4.11 4.15
200 0.09 0.14 0.22 034 2.44 204 2.90 2.53 227 3.59
220 0.04 0.10 0.08 011 3.31 225 264 359 2.20 4.5
240 0.28 0.28 0.37 0.34 3.07 2.40 2786 3.09 2.34 3.52
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Tabla No. 25
Agregacion de proteinas
PROFAM 981

Lallz CONCENTRACION DE PROTEINA (%)

mM
pH4 PH7

1.0 3.0 5.0 7.0 9.0 1.0 30 50 7.0 9.0
20 002 0.03 0.04 0.09 0.18 1.60 1.37 1.28 1.29 1.51
40 0.00 003 0.03 0.12 0.16 0.94 1.32 115 1.20 1.51
60 0.03 004 0.04 0.12 0.21 2.04 287 3.32 348 3.52
80 0.02 Q.02 0.05 0.09 0.12 2.09 310 410 4.38 4.5
100 0.01 0.02 0.04 0.1 0.17 2.14 2.82 3.12 3.44 352
120 002 0.02 0.04 0.12 0.40 203 2.96 3.34 3.68 3.88
140 0.01 0.01 0.2 0.09 0.15 213 2.92 3.88 4.38 4.50
160 0.00 0.02 0.02 0.09 0.17 213 2.90 3.42 4.16 4.38
180 0.00 0.02 0.03 0.12 0.17 1.98 2.91 3.49 3.85 4.05
200 0.01 0.03 0.05 0.4 0.18 1.82 295 3.30 4,186 3.84
220 0.00 0.03 0.04 0.12 0.24 2.10 2.89 3.16 3.69 416
240 0.03 0.04 0.04 0.13 0.19 1.99 274 2.90 3.25 415
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) ANEXO I
TECNICAS DE PROPIEDADES FUNCIONALES

SOLUBILIZACION DE PROTEINAS
Popineau, Bollecker y Thebaudin, 1988

Pesar los gramos de protelna necesarios para tener una suspension al 1% de protelna
Agregar 25mL de H;O a! pH (2,4,6,8,10) a Temperatura de 35 - 40°C

Agitar con magneto durante 15 min

Checar y ajustar el pH

Aforar a 30mL en probeta {velumen final)

Dejar 30 min. agitando con magneto

Dejar reposar a 4°C/1 b, registrar €l pH final

En tubos de 50mL centrifugar a 10,000 rpmX30 min. a 4°C

Colectar el sobrenadante y determinar proteina por el método de Lowry-SDS

Graficar la conceniracion de proteina seluble en porcentaje o pgfmt vs. pH

. Popineau Y., Bollecker S., Thebaduin J.Y., 1988, CARACTERISATION BIOCHIMIQUE ET
FONGTIONNELLE DES PROTEINS DE GLUTEN DESAMIDEES PARTIELLEMENT EN CONDITIONS
MENAGEES, Sciences des aliments, 8(4), 411 - 430
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DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY MODIFICADO
Peterson G L., 1977

CURVA PATRON

Pesar fa cantidad en g de Aibimina Sérica Bovina (ASB} para tener una concentracion de 1
mg/mL

Para hacer la curva patrén, la solucién estandar de proteina debe tener 0.1 mg/mL.
Se debe realizar una dilucion 1:10.

Para una serie de 10 tubes se necesitan 6 mi de la selucién de ASB con una concentracion de
0.1 mg/mL.

Se realiza por duplicade por lo tanto se necesitan 12 mL de la solucién de ASB a una
concentracion de 0,1 mg/mL.

£sta dilucién se prepara antes de iniciar la técnica.

Construccidn de la curva patron

Soluc. ASB Vol, final Conc Protelna en

No.tubo | Hz0 dest. (ml) {0.1 mg/mL) Cltubo {mL) citubo {ug/mL)

1 1 0 1 Blanco

5 0.9 K 1 10

3 bE 0.2 - 70

) 57 0.3 g 30

5 06 04 @ 40

5 0.5 0.5 ; 50

7 04 06 : 80
8 — T 03 0.7 " 70 )

9 07 0.8 - " 80 1
L) 0.1 0.9 1 90

11 0 10 1 700
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PREPRARACION DE REACTIVOS

Sofucidn de CTC (carbonato de sodio, tartrato de potasio y sulfato de cobre.5H,0).

Concenfraciones finales:

]

]

Na;CO, 10%
CuS0,5H,0 0.1%
Tartrato de K 0.2%

Solucion de NaOH 0.8N PM 40

Solucion SDS al 10%- pesar 10 g de SDS y aforar a 100 mL

SOLUCION A Se mezclan volimenes iguales de fas siguientes soluciones y en el mismo orden: CTC,
NaOH y SDS
|.a solucién A se prepara momentos antes de empezar la técnica.

SOLUCION B Reactivo Folin-Ciocalteu-fenol (marca Sigma), hacer una dilucién 1.6, se prepara antes de
desarrollar la delerminacion.

1 volumen de reactivo + 5 volimenes de H,O destitada
Desarrollo:

Se prepara una curva patrén con ASB, cada vez que se termine el reactivo CTC o bien ya este
viejo aproximadamente 3 meses (es el mas inestable)

Las muestras problema deberan lenerse en un volumen de 1 mL, en caso de que los valores de
absorbancia sean muy elevados, por tener aifa conceniracién de proteina y, ho entren en la curva
patrén, se tendra que realizar una dilucion hasta que se logre la determinacion,

Entonces se tendra 1 mL de solucién de proteina, tanto en la curva patrén como en las muestras
preblema

Con agitacién continua (voriex), se le va agregar a cada tubo 1 mL de la solucion A y se deja
reposar 10 min. a T°C ambiente.

Al termino de los 10 min., se les agrega a cada fuvo 0.5 mL de la solucion B con agitacion
conlinua y se deja desarroliar Ya reaccién durante 30 min.

Después de los 30 min., se iee absorbancia a 750 nm. La reaccitn es estable hasta los 120 min.
de iniciada esta

Peterson G.L., 1977, “A SIMPLIFICATION OF THE PROTEIN ASSSAY METHOD OF LOWRY
ET. AL. WICH 1S MORE GENERALLY APPLICABLE”, Anal Biochem,, 83:346.



DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE AGUA Y AGEITE
Quinn y Paton, 1979

Tomar 1 g de mueslra, en este caso salvado de arroz
Se coloca en tubos conicos graduados de 15 mL (Nalgene), con 1 mL de H;O o aceite.

Eltubo con la muestra y el mL de H.0 o aceite se va humedeciendo con una cantidad suficiente de H,0 o
aceite para hacer una pasta.

La operacién se repite para cada tubo aumentando el volumen cada vez en 0.5 mL, e! ultimo fubo tendra
entonces una pasta muy himeda

Eslas suspensiones se someten a centrifugacion a 2000 r.p.m. durante 10 min. (Cenfrifuga cfinica
Solbat).

Medir el exudado formado en cada tubo con ta graduacién del mismo, observar el tubo en el cual se
locahza ) menor exudado (pelicuta muy ligera de liguido),

Este valor se afina repitiendo el experimento, con vglimenes de liquido {H.O o aceite) que permitan
encuadrar este valor.

La capacidad de retencion de H,O o aceite se define como la cantidad de agua o aceite retenida por
gramo de muestra en estas condiciones

IMPORTANTE: poner &l Iiquido + salvado de arroz y no en forma confraria.

. Quinn J.R. and Paten D,, 1979, A PRACTICAL MEASUREMENT OF WATER HYDRATION
CAPACITY OF PROTEIN MATERIALS, Cereal Chem., 56:38.
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HUMECTABILIDAD
Balmaceda E.A,, 1984

Se pesan 1 a 2 g de muestra
Colocar et un vaso de precipitado que contenga un agitador magnéfico 80 mL de H;O destitada.
Transfenr fa muestra colada fentamente en el vaso con H,G sin agitar

Observar como se humedece la muestra en la interfase inmediatamente después de ser adicionada,

Dejar reposar 30 min.

Agiar la muestra los suficientemente fuerte para formar un vortex en el vaso durante 60 seg.
E1 grado de humectacion se evalia como sigue:

a) Excelente; la muestra se humecta tan pronto como se pone en contacto con el agua.
Después de media hora la muestra se dispersa completamente.

b) Buena: la muestra solo se humedece ligeramente cuando se pone en contacto con agua.
Después de media hora, la muestra esta himeda y tiene una zanja en la base. La agitacion
dispersa la muestra.

c) Regular: la muestra se humedece muy ligeramente al contacto inicial, también tiende a
amontonarse y permanecer en [a superficie. Después de 30 min |a muestra esta todavia
en la superficie, a pesar de que algo de ella esta dispersa. La agitacion causa que la
mayoria de la muesltra se disperse, a pesar de que después de agitar hay todavia algunos
montones.

d) Mala. la muestra dificiimente se humedece al contacto inicial. También se amonfona.
Después de 30 min. la solucién esta ligeramente turbia, pero la mayoria de la muestra
permarece en montones en la superficie. La agitacién no dispersa la muestra. Al terminar
de agitar fa mayorfa de la muestra esta flotando en montones.

. Fligner K.L, and Mangino M.E., 1991, INTERACTIONS OF FOOD PROTEINS, American
Chemical Society, Washington D.C., p.1
. Kinsella J.E., 1976, Food Sci and Nutric:, 7 {3): 219



i ESTABILIDAD DE EMULSION POR EL
METODO DE RESISTENCIA A LA COALESCENCIA
Dagorn Scaviner Lefevre, 1988

Esta tecnica mide el efecto emulsificante de la proteina contra la coalescencia (aceite separado). Se
prepara una emulsion por cada muestra.

Preparar soluciones al 0.1, 0.5 y 1.0% de proteina y sl hay separacién de aceite, aumentar la
concentracion hasta un 5.0%.

Estas diferentes concentraciones de protelina son con la finatidad de realizar la curva de resistencia a la
coalescencia vs. concentracion de proleina.

Se pesa la cantidad en g de proteina para tener las concentraciones a estudiar.

Se colocan en matraces Erlenmeyer y se agregan 70 mL de buffer de fosfatos de sodio 0.1MapH7yde
buffer de citratos 0.1M a pH 4 (1 curva para cada pH).

Homogeneizar a 8000 r.p.m (Homogeneizador Janke y Kunke. Ullratrurrax TR-25} durante 1 min
Checar y ajustar pH estudiado (4 0 7}

Vaciar el homegeneizado en un matraz aforado o probeta y aforar a 100 mL con el bufter.
Colocar 75 mL de la suspensidn de proteina en un vaso de pp. De 250 mL

Agregar 25 mL de aceite de maiz (medido con bureta a velocidad constante).

Homogeneizar a 20,500 r.p.m. durante 2 min.

Inmediatamente vaciar la emulsidn en 4 tubos de ensaye volumétricos c¢anicos, tratando de distribuir
homogéneamente la emulsion formada durante la homogenzizacion.

Balancear los tubos con la emulsion y centrifugar a 3000 r.p.m. durante 10 min. al termino de este tiempo
se mide lo siguiente en los tubos:

Vs = volumen de aceite separado
Vi = volumen inicial de aceile en la emulsion (aprox. 2.5 mL)
Volimen de fase apolar dispersa = vol. parcialivol total = 26/(76+25) = 0.25
o, de aceite coalescido = vol. de aceite coalescido X 100/vol. fotal tubo X 0.25
Graficar % de aceite coalescido Vs concentracidn de proteina.

. Dagor-Scaviner D., Gueguen J. and Lefebvre J., 1987, EMULSIFYING PROPERTIES OF
PEA GLORBULINS AS RELATED TO THEIR ADSORPTION BEHAVIORS, J. Food Sci., 52:335.



INDICE DE ACTIVIDAD EMULSIFICANTE
{LA.E.)
Pearce and Kinsella, 1978

| a actividad emulsificante es medida por el método de Pearce y Kinsella, modificado por Dagorn-Scaviner
y cols.(1987).

Preparar una suspension al 0.1, 0.5 y 1.0% de proteina de cada muestra a evaluar {por duplicado.
Pesar (os g de proteina requeridos para cada concentracién v agregar 70 mL de buffer de fosfatos de

sodio {pH 7) y/o de citratos (pH 4}

Hormogeneizar a 8000 r.p m durante 1 min.
l4edir ei pH a ajustar (pH4 v 7}
Vaciar el homogeneizado en un matraz y aforar con el buifer a 100 ml.
Colocar 756 mL de la suspension proteica en un matraz de Erenmeyer de 200 mL y agregar 25 mL de
aceite de maiz (medido con bureta) a velocidad constante.
Homogeneizar en un homogeneizader Janke y Kunkel (ULTRA TURRAX T 25) a 20,500 r.p.m. durante 30
seq.
Realizar {a dilucién como sigue:

a) se colpcan 50 mL de una solucion de SOS 0.1% NaCl 0.1M, pH 7 en

matraces Erlenmeyer de 125 mb. Tomar 200pL de esta solucion ¥

desecharlos.

b) Se toman 200ul del homogeneizado y se agregan al matraz con la
solucion SDS-NaCl.

Es importante tomar este volumen del fondo de la emulsion y de
forma rapida, mezclande con agitacién manual entre tomay toma
de mueslra, y ademéas cambiar la punta de la pipeta cada vez yue
tome una muestra diferente.

c) Lear las diluciones a 500 am, realizar 3 lecturas por dilucion, enjuagan-
do la celda de vidrio con agua destilada entre cada lectura de una dis-
tinta condicion.

El blanco es la soluciéon de SDS-NaCl.

. Pearce N.K. and Kinsella J.E, 1978, EMULSIFYING PROPERTIES OF PROTEINS:
EVALUATION OF A TURBIDIMETRIC TECHNIQUE, J. Agric. Food Chem,, 26:716.
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CAPACIDAD Y ESTABILIDAD DE ESPUMADO
Lin M.J.Y. and Humbert E.S.,1974

Reatizar una curva de concentracién de proteina: 01,05, 1.0y 5 0%.
Preparar 70 mL de ¢/u por duplicado.

Pesar en mairaz de 200 - 300mL, 60mL de Buffer {pH4y 7).

Agitara 120 ¢ p m a 37°C/thr (30min checar pH).

Aforar en probeta a 70ml.,

Homaegeneizar a 20,500 r.p.m /2min (batido).

Vaciar en probeta.

Registrar volumen al momento, 1min, 10min, 30min, 1hry 2hr.

e, Volumen de Incremento = [{vol. Final - vol. Inicial)ivol. Inicial] X 100

. Lin M.J.Y. and Humberte E.S., 1974, CERTAIN FUNCTIONAL PROPERTIES OF SUNFLOWER
MEAL PRODUCTS, J. Food Sci., 39:368

. Lawhon J.T., Cater CM. and Mattii KF, 1872, A WHIPPABLE EXTRACT FROM
GLANDELESS COTTONSEED FLOUR, J. Food Sci,, 37:317
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GRADO DE AGREGACION DE PROTEINAS
Honhsprabhas P. Y Barbut S., 1977.

Preparar suspensiones de protelna al 1,3,5,7 y8% por duplicado.
Ef volumen de trabajo final es 50 mL (buffer 7 y 4).

Agregar el buffer correspandiente a 35°C+2°C

Agitar 10 min. en placa agitadora a 120 r.p m en cuarto a 35°C.
Checar pH y ajusiar.

Agitar nuevamente 20 min. a 120 r.p.m. en cuarto a 35°C.
Centrifugar a 10,000 r p m./30 min./4°C.

Calenlar el sobrenadante a 80°C/30 min.

Enfriara T. amb/2 h

Mantener a 4°C toda la noche.

Diluis 1 2 {1 mL de sobrenadante + 2 mL solucién de CaCly)

El CaCl; debe estar a 4°C,

Se dejan reaccionar las 2 soluciones mezclando leniamente 3 veces (manualmente} y dejar 30 min en
reposo a 4°C.

Leer en especirofotémetro Spectronic 210 Milton Roy a 400 hm

Graficar concentracion de CaCl; Vs Absorbancia a 400 nm

. Hongsprabhas P. and Barbut S., 1997, PROTEIN AND SALT EFFECTS ON Ca-INDUCED
COLD GELATION OF WHEY PROTEIN ISOLATE, - Food Sci., 62:382.
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COAGLULACION DE LAS PROTEINAS POR CALOR
Myers D.J. y cols. 1994

Preparar suspensioneas de proteina al 1,3,5.7 y8% por duplicado.

El volumen de trabajo finat es 50 mL (buffer 7 y 4).

Agregar el butfer correspondiente a 35°C+2°C.

Aguar 10 min en placa agitadora a 120 r.p.m. en cuario a 35°C.

Checar pH y ajustar.

Agitar nuevamente 20 min a 120 r.p.m. en cuarto a 35°C.

Centnfugar a 10,000 r.p.m.f30 min./4°C.

Tomar 10 miL de! scbrenadante y calentar a 90 — 100°C/20 min.

Enfriar a temperatura ambiente durante 2 h.

Centrifugar nuevamente a 10,000 r.p.m /30 min./4°C,

Filtrar el sobrenadante con papel filtro No 2 (velocidad media y retencion cnistalina).
Hacer la prueba de Lowry-SD$ al sobrenadante antes y después de calentar.

Calcular el % de coagulacion (%HC) mediante la siguiente formula:

%HC=
g prot. sol. antes de A - pg prot. sol. desp. de AJng prot. sol. antes de A X 100
. Fligner K.L. and Mangino M.E., 1991, INTERAGTIONS OF FOOD PROTEINS, American
Chemical Society, Washington D.C., p.1
. Kinselia J.E., 1976, Food Sci and Nutrie., 7 {3): 219
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ANEXO [it
AISLADOS COMERCIALES DE 50YA

1. PROFAM® 646 {Camicos)

Es un medio de baja viscosidad proteica, el cual es soluble en agua y otros sistemas

sus propiedades Gnicas se presta bien en varios productos cAmicos.

= Datos Microbiol¢gicos

Cuenta en placa max. 30,000UFC/gmuestra
Salmonella (clase |l NEGATIVO
E. Coli NEGATIVC

= Analisis Proximal

% HUMEDAD max 6.5

% PROTEINA min 90

% GRASA éter de petrdleo max. 1

% GRASA hidrolisis acida max. 4

% CENIZAS max. 5

pH dil 1:10 en agua 6.3~-6.7
380

Calorias (por 100 g}

»  Minerates {mgfgmuestra)

Sodio 1200
Potasio 150
Calcio 100
Fésforo 850
Hierro 15
Magnesio 50

» Tamafio de particula

90% a través de malla #100 U.S. Standard Screen

s Empaquetado

liquidos. Debido a

Disponible en 20Kg (peso neto}, multiparedes, en bolsas de papel rayado (polylined).

+  Almacenamiento

Almacenado debajo de 75°F y 60% de humedad relativa.
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2 PROFAM® 981 (Embutidos)

Aislado de soya profeico soluble, producto desaricllado especificamente para su uso en productos
industrializados provenientes de aves de corral y cames rojas asi como en sistemas de alimentos donde
se requiere una alta funcionalidad deé las proteinas.

v Datos Microbioldgicos

Cuenta en placa max. 30,000UFC/gmuestra
Salmonella {clase 11} NEGATIVO
E Cali NEGATWVO

»  Analisis Préximal

% HUMEDAD max 6.5

% PROTEINA min 90

% GRASA éter de petréleo max 1

% GRASA hidrélisis &cida max. 4

% CENIZAS max 5

pH dl 1:10 en agua B8-73
Calorias {por 100 g) 380

s Minerales {mg/gmuestra}

Sodio 1300
Potasio 1650
Calcio 50

Fosforo 850
Hierro 15
Magnesio 25

*  Tamafo de particula
90% a través de malia #1060 U.S. Standard Screen.

* Empaguetado
Disponible en 20Xg {peso neto), multiparedes, en bolsas de papel rayado (polyiined).

*  Almacenamiento
Almacenado debajo de 75°F y 60% de humedad relativa.
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31 ARDEX®F

Es un aislado proteico de soya que es producido especiatimente para su aplicacion en alimentes. Es tanto
un emulsificante como un estabilizador de emulsiones. Debido a su bajo perfil de sabor y olor, Ardex®F
puede combinarse con productos facteos dulces donde puede usarse como un sustituto de la leche en
polvo libre de grasa, su aplicacion puede ampliarse también en producfos como [a margarina,
mantequillas y en confiteria. También puede ser ullizado como imitacion de productos lacteos tipicos, su

aplicacién nutricional se fimita a alimentos infantiles y en salsas.

Disponible en 20Kg {pese neto), multiparedes, en bolsas de papel rayado (polyiined).

Datos Micrebiolégicos

Cuenta en placa max. 30,000UFC/gmuestra
Salmenella (clase 11) NEGATIVO
E Coli NEGATIVO

Analisis Proximal

% Humedad max. 6.5
% Proteina min. S0

% Grasa (éter de petréleo) max i

% Grasa (hidrélisis acida) max. 4

% Cenizas max 5

pH (1:10 en H,0) 68-73
Calorias {por 100 g} 380

Minerales {mgigmuestra)

Sodio
Potasio
Calcio
Fésforo
Hierro
Magnesio

1300
150
100
850
15
50

Tamafio de particula
90% a través de malla #100 U.S. Standard Screen

Empaquetado

Almacenamiento
Almacenado debajo de 75°F y 60% de humedad relativa

NOTA: Estos aislados de soya son productos Kosher.
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