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RESUMEN

El arroz (Oryza sativa L.) es el cultivo mas extenso y de mayor consumo en
el Ecuador. Uno de sus principales subproductos es el salvado de arroz, el
cual ha sido destinado en su gran mayoria a la alimentacién de animales,
siendo subutilizada una proteina de excelente calidad nutricional y funcional.
El salvado de arroz (SA) es considerado una buena fuente de proteina
hipoalergénica debido a su alto contenido de lisina en relacion a otros

cereales.

Por lo tanto, el presente trabajo tuvo como principal objetivo la obtencion de
un concentrado proteico a partir del SA de variedades ecuatorianas con
excelentes propiedades nutritivas para uso en alimentacién humana; para lo
cual se inicio con la caracterizacion fisico-quimica de las fracciones de pulido
de tres variedades de arroz de mayor consumo en nuestro pais (INIAP 14,
15, 17) con la finalidad de determinar la influencia de la variedad y grado de

pulido sobre el contenido proteico del salvado de arroz.

Se trabajé como sustrato con SA desgrasado y sin desgrasar de la variedad
INIAP 15, debido a su mayor contenido en proteinas (Pulido 1: 13,50+0,03%;

Pulido 2: 12,86+0,07%).



El proceso de hidrolisis proteica se lo realizé en dos etapas. La primera
corresponde a una extraccion y solubilizacion donde se aplicaron dos
meétodos de extraccion: alcalina y enzimatica para cada sustrato; en ambos
casos se trabajo con una relacion SA:buffer de (1:5) y bajo condiciones
controladas de pH, temperatura y tiempo, en la extraccion enzimatica se
trabaj0 con xilanasa; observandose que las mejores condiciones de
extraccion fue usando sustrato desgrasado por método alcalino a 120
minutos, donde se obtuvo un extracto con un 63,56+0,05% de proteina total.
La segunda etapa consistié en la hidrélisis enzimatica de proteinas donde se
trabajo con una proteasa bacteriana sobre el extracto proteico obtenido en la

primera etapa.

Finalmente, se obtuvo un concentrado proteico con un contenido de proteina
total del 75% vy nitrégeno soluble de 53%, en un tiempo 6ptimo de 180
minutos por el método alcalino. Sensorialmente el concentrado presenté un

sabor ligeramente acido y salado, y un dulzor casi imperceptible.
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INTRODUCCION

El cultivo del arroz es el mas extenso del Ecuador, la mayoria de esta
produccion esta en manos de pequefios agricultores que desarrollan la
labranza mediante la aplicacion de diversas tecnologias. Segun el Il CNA y
SIGAGRO, en el 2010 se produjo 1.123.267 TM de arroz en cascara, lo que

representa aproximadamente 100.000 TM de salvado de arroz.

La actual situacion nutricional de la poblacion ecuatoriana, evidencia una
deficiencia de micronutrientes, desnutricion y sobrepeso por el consumo de
dietas que no cubren las necesidades energéticas y proteinicas basicas. Por
ello, la importancia de la basqueda de soluciones oportunas a esta carencia
para contribuir a mejorar el estado nutricional, que integre aspectos sociales

y econdémicos.

Las proteinas ejercen un papel basico en la nutricion, y en el aporte de sus
propiedades fisicas y quimicas a los productos en los que se emplean en la
industria alimentaria con fines tecnoldgicos y funcionales. A partir de esta
necesidad, se han desarrollado distintos métodos con la finalidad de extraer
proteinas a partir de fuentes animales o vegetales y obtener asi los
concentrados proteicos, la mas comun la extraccién alcalina. Sin embargo,

este método puede causar la formacion de compuestos téxicos como



lisinoalanina y la desnaturalizacion de la proteina lo que baja la calidad
nutricional y funcional del concentrado proteico obtenido. Para mejorar la
calidad de la proteina también existen métodos enzimaticos donde se han

obtenido mejores resultados de rendimientos y porcentajes de proteina.

Desde hace varios afios se ha fortalecido el interés mundial de buscar
nuevas fuentes proteicas subexplotadas, no solamente por el aspecto
agronomico, sino también, principalmente por su valor nutritivo y calidad
bioldgica, como el salvado de arroz que ha sido destinado en nuestro pais

mayoritariamente para la alimentacién de animales y fertilizacién de suelos.

El salvado de arroz es considerado como una buena fuente energética (12-
15% de grasa y 23-28% almidon), y de antioxidantes con efectos
hipocolesterolémicos, tiene un alto contenido de fibra (20%) y un 14% de
proteina de buena calidad biolégica e hipoalergénicas. La proteina del SA
tiene una excelente calidad nutritiva superando asi cualquier proteina del
salvado de otros cereales; contiene en mayor proporcion de acido glutamico
y aspartico (FAO, 2004) y en menor cantidad aminoacidos esenciales como
treonina, valina, tirosina, histidina y arginina (Tang et al., 2003).

De esta forma se considera importante obtener un concentrado proteico a
partir del salvado, aprovechando una de las muchas variedades de arroz

ecuatorianas existentes.



1.

CAPITULO 1

GENERALIDADES

1.1

Antecedentes

El arroz (Oryza sativa L.) constituye uno de los principales
alimentos para el 60% de la poblacibn mundial y uno de los
cultivos mas importantes. En los ultimos afios se ha reportado
una produccion anual de arroz blanco de 380 millones de
toneladas métricas alrededor del mundo (United States
Department of Agriculture & Economic Research Service, 2003);
y segun las perspectivas actuales, la utilizacion mundial de
arroz en 2012-2013 podria aumentar en un 2% a 477 millones
de toneladas, con un consumo humano de 402,6 millones de

toneladas y una gesta media anual per capita de 57,0 kilos. En



2013, el consumo mundial de arroz podria aumentar debido al

descenso de los precios en muchas regiones.

La proteina del arroz es excepcionalmente saludable y deseable
para el consumo humano y es en el salvado de arroz (SA)
donde se encuentra el mayor porcentaje de esta valiosa
proteina, alrededor del 12%, lo cual ha despertado el interés en
la industria y en diversos investigadores a nivel mundial para
darle un valor agregado a este importante subproducto de la
industria arrocera, que ha reportado un rendimiento anual de

50 millones de toneladas métricas en el mundo.

Las proteinas del SA han sido el centro de muchas
investigaciones, donde se han evidenciado su alto valor
nutricional (Kennedy & Burlingame, 2003) al ser ricas en
albuminas, globulinas y en aminoacidos esenciales como la
lisina (HAMADA, 2000) (Prakash, 1996), y ademas pueden ser
hipoalergénicas (Tsuiji, y otros, 2001). El principal problema que
limita el uso de dichas proteinas es su alta insolubilidad debido
a la agregacion causada por enlaces disulfuro (Parrado et al,
2006). Por lo que, se han desarrollado diversas metodologias

para extraer dichas proteinas la mas comun es la extraccion



alcalina (Cahamphng , 1966; Betshart et al, 1977).)
(Gnanasambandam & Hettuarachchy, 1995) sin embargo, las
condiciones de pH alcalinos que se manejan pueden causar
modificaciones indeseables en la proteina dando como
resultado la formaciobn de compuestos toxicos como
lisinoalanina (Cheftel et al, 1993; Otterbum, 1989) y la
desnaturalizacion de la proteina lo que baja la calidad
nutricional y funcional del concentrado o aislado proteico
obtenido. Para mejorar la calidad de la proteina del SA y asi
poder ser usada en la industria alimentaria se han desarrollado
meétodos enzimaticos donde se han empleado una amplia gama
de enzimas de grado alimentario, siendo las proteasas las que
mejores resultados de rendimientos y porcentajes de proteina
han dado en comparacibn con las carbohidrasas,
(Hanmoungjai, Pyle, & Kiranjan, 2002) demostroé que el uso de
carbohidrasas seguidas de un tratamiento con proteasas no
mejor6 significativamente los rendimientos de proteina en
comparacién con los resultados obtenidos con el uso de sélo
Alcalasa (57%) y de Papaina (43%). (Wang, Hettiarachchy, M.,
Burks, & Siebenmorgen, 1999) logré obtener exitosamente un

aislado proteico que contenia cerca de 92% proteina, a partir de



1.2.

salvado sin estabilizar y desgrasado, usando fitasa y xilanasa

juntas.

Segun estudios el SA esta compuesto por un 18% de lipidos,
dentro de los cuales hay un alto porcentaje de lipidos
insaponificables, constituido de 43% de &cidos grasos
poliinsaturados, 37% de monoinsaturados y 20% de saturados
(Kahlon & Chaow, 2000) (Pacheco, Pefa, & Ortiz, 2002);
ademas esta fraccion lipidica contiene un complejo Gnico de
compuestos antioxidantes, de los cuales los tocoferoles,
tocotrienoles y orizanoles han recibido el mayor interés (Lloyd,

Siebenmorgen, & Brees, 2000)

Planteamiento del problema

En Ecuador, el sector agropecuario siempre ha constituido un
sector importante para el desarrollo econémico del pais. Segun
cifras oficiales al 2009 (Banco Central del Ecuador, Producto
Interno  Bruto por Industria Periodo 2009), el sector
agropecuario y piscicultor, representé el 9% (USD 2°076,144
millones) del PIB en términos reales. A su vez, en dicho sector,

el arroz ha sido un componente clave, debido a que es uno de



los cultivos mas extensos a nivel nacional con alrededor de
382,880 hectareas sembradas (Encuesta de Superficie y
Produccion  Agropecuaria  Continua 2008, ESPAC),
constituyéndose en un producto de consumo masivo.

A partir del pilado del arroz se obtienen subproductos
industriales como el arroz partido y el SA, este ultimo mas
conocido en nuestro medio como polvillo, los cuales no poseen
un alto valor comercial por su escasa funcionalidad. Sin
embargo, a partir de estos residuos agroindustriales se pueden
obtener ingredientes que presentando buenas propiedades
nutricionales y funcionales, constituyan un aporte para nuestra

industria alimentaria.

Segun la FAO el crecimiento demogréfico hasta el 2030
triplicara la poblacion de 1965, y aumentard de un 59% la
poblacién actual. Por tanto, el incremento en la produccion de
alimentos tendr4 que realizarse en funcion de mejorar la
tecnologia y aprovechar los recursos disponibles, que en

nuestro pais son en su mayoria agricolas.

En Ecuador, el SA se lo ha destinado a la alimentaciéon de

animales y fertilizacibn de suelos; desaprovechando asi el



valioso contenido de nutrientes que aun quedan en este
desperdicio de bajo valor afadido, pero que podria
aprovecharse para la obtencion de productos de alto valor como

los hidrolizados proteicos.

1.2.1 Justificacion

En general, las proteinas representan uno de los
principales componentes de los alimentos, por su aporte
nutricional, al ser una importante fuente de energia,
nitrégeno y aminoacidos esenciales para el ser humano.
Por tanto, los requerimientos nutricionales de la
poblacion son cada vez mas exigentes en cuanto al
aporte proteico en su alimentacion, requiriendo nuevas
fuentes para su consumo; como es el caso de las
personas ancianas, deportistas, hospitalizados, vy

alérgicos a la proteina de la leche de vaca.

La obtencion de hidrolizados proteicos ha cobrado mucho
interés en los Ultimos afios pues muchas investigaciones
se han centrado en su estudio, debido a la creciente
demanda de alimentos mas saludables, y en el interés

del aprovechamiento de fuentes proteicas alternativas.



El SA presenta un contenido de proteinas entre 11-16%,
que para ser de origen vegetal es elevado, ademas es
hipoalergénica y de alta digestibilidad (Helm & Burks,
1996). Lo cual puede contribuir a mejorar la salud de las
personas con alergias alimentarias, al tomar dietas
constituidas por hidrolizados proteicos hipoalergénicos; lo
gue a su vez, aflade variedad a sus dietas restringidas.
Por tanto, se adapta a las actuales demandas en el
mercado de alimentos que se consuman como parte de
una dieta normal, pero que a su vez ofrezcan mejoria a la

salud del consumidor.

El enfoque de este trabajo es darle un valor agregado a
la proteina del salvado de arroz porque no ha sido
utilizado en su potencial, y de esta manera poder
contribuir con la revalorizacion de este subproducto, el
desarrollo de nuevos alimentos, alimentos mas sanos y
beneficiar a los pequefios productores de arroz que se
encuentran ubicados mayoritariamente en las provincias
de Guayas y Los Rios, con el aprovechamiento a gran

escala del salvado.
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Por tanto, mediante esta investigacion se espera poder
obtener un concentrado proteico a partir del SA, teniendo
en cuenta las condiciones Optimas para realizar la

extraccion de su proteina.

Objetivos

1.3.1.

1.3.2.

Objetivo general
Obtener un concentrado proteico a partir del salvado de
arroz ecuatoriano con excelentes propiedades nutritivas

para uso en alimentacién humana.

Objetivos especificos
> Establecer diferencias en la composicién proximal
de las fracciones del salvado provenientes tres

variedades ecuatorianas.

> Determinar diferencias significativas en cuanto al
porcentaje de proteina entre variedades y pulidos, a
través de un andlisis de varianza (ANOVA), para asi
escoger la muestra con el mayor porcentaje de proteina
gue servira como sustrato en la obtencion del

concentrado proteico.
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> Aplicar dos métodos de extraccion de proteina:
alcalino y enzimatico, en la obtencién de extractos con

alto contenido de proteina.

> Establecer el tiempo Optimo para la hidrolisis
proteica del extracto obtenido a partir del sustrato

escogido.

> Caracterizar fisicoquimica y sensorialmente el

concentrado proteico obtenido.

Hipotesis
Un método adecuado de extraccién y purificacion permitira la
obtencién de un concentrado proteico de SA con caracteristicas

biologicas y sensoriales aceptables para el consumo humano.

Metodologia de la tesis

La investigacion que se plantea en este trabajo es de tipo
exploratoria y descriptiva, centrandose en los comportamientos
bioquimicos y sensoriales que se deriven de la extraccion e

hidrolisis enzimética de la proteina del SA; esta se llevo a cabo
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en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) y en el
Laboratorio de Bromatologia de la carrera de Ingenieria en
Alimentos de la FIMCP. La metodologia de la tesis esta descrita
en la FIGURA 1.1, la cual comienza con la identificacion y
caracterizacion fisico-quimica de las fracciones del SA
proveniente del pilado de arroz; con la finalidad de determinar
estadisticamente la influencia de la variedad del arroz y/o del
numero de pulidos sobre el contenido de proteina presente en
el salvado, para asi escoger la muestra con el mayor porcentaje

de proteina bruta que se usara como sustrato.

Luego, la proteina del sustrato (desgrasado y sin desgrasar) fue
extraida por dos métodos: en un medio alcalino, y por la accién
enzimatica de una xilanasa fungica. Donde al producto
obtenido, por ambos métodos, se le determiné su contenido de
proteina con la finalidad de escoger el método mas adecuado y
las condiciones O6ptimas de incubacion. Posteriormente, al
mejor extracto se lo purificé por accién de una proteasa
bacteriana, donde el tiempo Ooptimo de incubacion fue
establecido por determinacibn de grado de hidrélisis.

Finalmente el concentrado proteico obtenido se caracterizé en
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términos de porcentaje de proteina total, nitrdgeno soluble, y

sabor.

Identificaciéon y caracterizacién
fisico-quimica del SA de
variedades ecuatorianas

A\ 4
Analisis estadistico de datos

v
Extraccién y solubilizacion de
proteinas alcalina y enzimatica

\ 4
Analisis estadistico de datos

A 4
Hidrdlisis enzimatica de proteinas

l

Caracterizacion del concentrado
proteico

FIGURA 1.1. METODOLOGIA DE LA TESIS
ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1

Salvado de arroz

El salvado de arroz es uno de los subproductos mas
abundantes e infrautilizados del proceso de molienda al que se
somete el arroz integral (sin cdscara) para obtener el arroz
blanco, constituye el pericarpio y el germen de las semillas de
Oryza sativa (Parrado J., 2006). El salvado de arroz comprende
aproximadamente 10% en peso de arroz con cascara (Figura
2.1), aunque esto depende de la variedad del arroz, con una
produccién anual de unos 50 millones de toneladas métricas en
todo el mundo como un producto secundario de la molienda del
arroz. Contiene aproximadamente 12-14% de proteina (Shih,

2003), 12-13% de aceite, 4,3% de componentes altamente
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insaponificables y un alto nivel de fibras dietéticas (beta-
glucano, pectina y goma); se usa principalmente como

ingrediente en la elaboracién de pienso para animales.

Los esfuerzos por agregar valor a este subproducto, como las
mejoras introducidas en los ultimos 25 afios en cuanto a su
estabilizacion, han permitido aumentar las posibilidades de su
utilizacion, pero no han sido un éxito total debido a las

dificultades en el procesamiento del componente proteico.

Yields.from Rice Milling

S -~

o, Broken
1o% Kernels

> Rice Bran
10% & "Polish

20% Hulls

o, Whole
95% Kernels

FIGURA 2.1 PRODUCTOS DE LA MOLIENDA DEL ARROZ Y
SUS RENDIMIENTOS (SHIH, 2003)
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2.1.1. Morfologia de la semilla del arroz

Arista
Palea

Lemma

Cascara
\
Endospermo Salvado o
Aleurona Capade T
aleurona | ‘@
Endospermo con Tegumento >g-
granulos de almidoén 'E
: ; (Y
Pericarpio
Embrion
Plimula L / J
Escutelo N ~ Lemmas
Radicula

estériles

FIGURA 2.2. PARTES CONSTITUTIVAS DEL GRANO
O SEMILLA DE ARROZ

El grano de arroz, comunmente llamado semilla, se forma
en un periodo de tiempo variable, oscilante entre los 30 y
los 60 dias después de la floracion; sin embargo, el
embrién se encuentra ya morfolégicamente completo a
los 10-15 dias. Una vez formado el embrién, el grano de

arroz se ensancha en su porcién basal, y mas tarde se
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alarga; la ultima parte en formarse es la central, donde en
algunas variedades puede quedar una banda amilacea
blanca, que resulta ser un indice o indicador de una
maduracion imperfecta. Esta se completa 40-70 dias
después de la floracion. Como consecuencia de ello, y
después del transporte de los elementos plasticos
acumulados por la planta en sus diversos oOrganos
vegetativos, se forma el fruto llamado comercialmente
arroz cascara o “paddy” ( Franquet Bernis & Borras
Pamies, 2004), que es una caridépside cubierta por una
cascara constituida por la palea y lema, y sus estructuras
asociadas como la raquilla, lemas estériles y la arista
(Figura 2.2). Al aplicar una presion giratoria al grano de
arroz se puede retirar la cascara quedando un grano de
arroz descascarado, cariopside, del color del pericarpio
que lo cubre que usualmente es marrébn que

comercialmente es conocido como arroz integral.

La caridpside esta envuelta por el pericarpio, este es
fibroso y varia en su espesor (Bardenas & Chang, 1965),
se retira durante el pulido del arroz. Debajo del pericarpio

se encuentran dos capas de células, la aleurona rica en
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proteinas y el tegumento seminal. ElI embrién vy
endospermo o albumen también forman parte de la

cariopside o semilla de arroz.

El embrion de 1,5 a 2,5 mm de longitud esta situado en el
lado ventral de la cariopside, en una cavidad del
endospermo y separado de este tejido por una
membrana celular llamada escutelo; esta formado por la
radicula o raiz embrionaria primaria y por las hojas
embrionarias o pliumula, envueltas respectivamente por la

coleorriza y el coleoptilo.

El endospermo esta delimitado por la capa de aleurona,
consiste en células de parénquima que se elongan en
forma radial y esta compuesto por granulos de almidén y
algunos cuerpos proteicos (Juliano, 1980) (Juliano,
1985), que proveen alimento al embrion durante la

germinacion.
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Los granos de arroz pueden clasificarse segun su
longitud en (Gonzéalez & Rosero, 1981):

Extralargo (EL) 7,6 mm o mas

Largo (L) 7,5 mm a 6,6 mm

Medio (M) 6,5 mm a 5,6 mm

Corto (C) 5,5 mm o menos

Descripcion del proceso de pilado del arroz

A continuacién en la Figura 2.3 se presenta un diagrama
de flujo de la tecnologia del proceso industrial al que es
sometido el arroz después de haber sido secado,
madurado (almacenamiento 30-60 dias) y alcanzando las
condiciones necesarias. La determinacion de la
idoneidad del grano para ser pilado se comprueba
mediante la coccion del arroz, si resulta pegajoso, es

necesario que siga en la etapa de maduracion.

A través de este proceso conocido como pilado se
transforma el arroz paddy en un arroz blanco apto para el

consumo humano. En este diagrama se muestra también
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gue ademas del grano entero de arroz se obtiene varios
subproductos como el tamo o cascarilla, arrocillo y el
salvado o polvillo de arroz; todos ellos de bajo valor
comercial por su escasa funcionalidad, pero que
presentan en su mayoria, especialmente el salvado, un
contenido mas elevado de proteinas en comparacion con
el arroz blanco como se indica en la Tabla 1. La eficacia
del proceso estd determinada por la cantidad de arroz

blanco obtenido en el pilado.

TABLA 1. CONTENIDO APROXIMADO DE PROTEINA
DEL ARROZ CON CASCARA Y SUS FRACCIONES DE

MOLIENDA
Fracciones de Proteina Bruta (g N x
arroz 5.95)
Arroz con cascara 5.6-7.7
Arroz integral 7.1-8.3
Arroz blanco 6.3-7.1
Salvado de arroz 11.3-14.9
Cascara de arroz 20- 2.8

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013
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ooz Paddy

\ Seco y sucio

Humedad
10-13%

S
dimpurezas, granos
\\Inmaduros finos

Blancura °© Kett
Dureza

EMPAQUERY/
ALMACENAMIENTO

FIGURA 2.3. DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO
INDUSTRIAL DE PILADO DEL ARROZ

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013
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A continuacion se describe brevemente cada etapa del

proceso del pilado descrito en el diagrama de flujo:

Limpieza: El arroz viene del campo con impurezas como
piedras, ramas, pajas, entre otros objetos extrafos; por
ello se pasa el arroz por un tamiz vibratorio con un
diametro de apertura de 1,27 cm para obtener un arroz

limpio y listo para poder entrar a la descascaradora.

Descascarado: Durante esta operacion se elimina la
cascara que cubre al grano de arroz para producir arroz
integral, mediante la friccion que ejercen los rodillos de
caucho sobre el grano al girar en direcciones opuestas
con diferentes velocidades en la superficie; separando
asi la cascara también conocida como tamo, luego ésta
es aspirada y llevada por medio de tuberias fuera de la
planta donde seré& recogida, mientras que el arroz integral
pasa a la siguiente etapa. Segun la FAO, las cascaras no
tienen ningun valor nutricional, pero pueden utilizarse

como combustible, tal vez en la operacién de secado del
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arroz, y las cenizas como fuente de carbon puro para la

produccion de acero.

Separacién: No todo el arroz que se obtuvo en el

proceso anterior es integral, existe un porcentaje de arroz

que la maquina no logra descascarillar, y es por ello que

se lo pasa por una:

Mesa separadora de paddy: separa con base en
las diferencias de densidad el arroz sin céscara
del arroz paddy (con cascara); este ultimo es
regresado al descascaradora y el arroz integral es
llevado hacia los pulidores por medio de
elevadores de balde.

Zarandas cilindricas: Antes de proseguir a la etapa
de pulido se debe rectificar el arroz integral, para
separar piedras, ramas.

Maquina Separadora por grosor. Clasifica por

grosor, separando lo granos inmaduros finos.

Pulido: En esta etapa del proceso se remueve la mayor

parte de las capas que recubren el arroz integral, que

corresponden al salvado y al germen, y asi obtener el
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arroz blanco. En este diagrama se presenta una
combinacion de maquinas que realizan el pulido por
Abrasion-Friccion-Pulido de agua, sin embargo muchas
piladoras de la region en especial las semi-artesanales
utilizan un pulido solo por abrasiéon. El método de pulido
triple ofrece la ventaja de obtener un arroz mas traslucido
y menos quebrado que un sistema de Abrasién-Abrasion-
Friccidon. Al final se obtiene como subproductos de esta
etapa cierta cantidad de granos partidos (medianos y
guebrados) y el salvado, eliminandose asi gran parte de
proteinas, fibra, vitaminas y minerales presentes en estos

“desechos”.

Clasificacion: Aqui el objetivo es separar los granos
enteros de los partidos, puesto que estos Ultimos
presentan un rapido deterioro, obteniéndose como

subproductos el arrocillo (3/4) y yelén (}/2).

e Zaranda clasificadora: El grano que ha sido pulido
se lo separa de los granos quebrados; los granos
finos y medianos resultantes pasan a la siguiente

clasificacion.
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e Cilindro clasificador: Clasifica arroz blanco por
longitud separando el grano partido del entero, se
usa para dar el porcentaje de arroz partido que se
requiera. Internamente tiene unas cavidades en
formas de bolsa, donde los granos quebrados se
asientan y por la fuerza centrifuga son retenidos
ahi hasta que la gravedad de los granos
sobrepase la fuerza centrifuga y los deje caer.
Los granos mayores que no pueden asentarse en
las cavidades, corren por las hendiduras de salida
del revestimiento hacia la compresa de salida.

¢ Clasificacion electronica: Esta maquina clasifica el
arroz por color utilizando un sensor de imagen
CCD vy lentes de alta precision para tomar
imagenes, adopta un algoritmo inteligente basado
en el color y tamafio, separando asi al arroz de
segunda categoria que comprende arroz

manchado y de longitud indeseada.

Empaque y Almacenamiento: En esta etapa se empaca

el arroz blanco segun calidades y presentaciones.
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Entre las variedades ecuatorianas de arroz existentes, se

puede detallar las siguientes:

INIAP 14: También conocida como Filipino, fue
introducida en 1993 desde el PHIL RICE de Filipinas por
FENARROZ (Feria Nacional del Arroz en Brasil). Fue
implantada con el nombre clave PSBRC12. En Filipinas
fue entregada como la variedad CALIRAYA. En nuestro
pais ha sido evaluada bajo condiciones de lluvia en la
Estacion Experimental Tropical Pichilingue (Quevedo), el
Vergel (Valencia), provincia de los Rios; y bajo riego en
Daule y Samborondén, Provincia del Guayas. INIAP 14-
FILIPINO presenta un tamafio de grano largo, resistencia
al acame, resistencia a piricularia, moderada resistencia
al virus de la hoja y precocidad con un ciclo vegetativo
gue va de 115 a 127 dias en siembra de trasplante y 110

a 117 dias en siembra directa.

INIAP 15: Conocida como Boliche, la cual fue
desarrollada por el Programa Nacional de Arroz del

INIAP desde el afio 2000 por medio de hibridaciones.
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Luego de ser evaluada con segregante hasta el 2003, se
valoré en ensayos de rendimiento hasta el 2006 en las
zonas de Boliche, Taura, Daule, Santa Lucia Yy

Samborondén bajo condiciones de riego.

Es una variedad de arroz de alto rendimiento y calidad de
grano superior para condiciones de riego; fue evaluada
en condiciones de campo en las principales zonas
arroceras presentando resistencia a quemazon. Ademas,
presenta un tamafio de grano extra largo, una buena
calidad culinaria, amplio rango de adaptacion, resistencia
al acame, resistencia a piricularia, moderada resistencia
al virus de la hoja blanca y precocidad con un ciclo
vegetativo que va de 117 a 128 dias en siembra de

trasplante.

INIAP 17: Fue obtenida por el Programa Nacional de
Arroz del INIAP, durante el periodo comprendido entre
los aflos 2001 y 2009. Proviene del cruce de las lineas
IN69-M-9-1/IN19-3-M-M-M-2-M, realizadas en la estacion

del Litoral Sur y su pedigree es IN198-m-2-1 (INIAP



2.1.3.

28

2010). Evaluada como segregante hasta el 2004 y lineas
homocigoticas hasta el 2006, posteriormente en ensayos
de rendimiento y ensayos regionales en los cantones
Yaguachi, Santa Lucia y Samborondon (Guayas), y
Rocafuerte (Manabi), entre las que sobresalié la linea

Go0-37763 (INIAP 17) por sus excelentes caracteristicas.

INIAP 17 es un grano extra largo, con un ciclo vegetativo
de 117 a 140 dias, tolerante al acame y piricularia,

moderada resistencia al virus de la hoja blanca.

Valor nutricional

Las concentraciones mas altas de nutrientes del SA son
las de grasa y proteinas, ademas de otros nutrientes.
Segun las condiciones de procesado, el SA comercial
contiene 11,5-17,2% de proteina, 12,8-29,6% de grasa,
6,2-31,5% de fibra (de la cual el 1,9-2,5% es fibra
alimentaria soluble) y 8,0-17,7% de cenizas. El contenido
de almidén del salvado oscila entre el 10 y el 55%,
dependiendo del grado de extraccion. Uno de los
principales minerales es el fésforo, principalmente en

forma de fitatos; también hay grandes cantidades de
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potasio, magnesio, silicio y cantidades menores de sodio
y calcio. Tiene abundantes vitaminas del grupo B, y
ademas es una fuente valiosa de antioxidantes naturales,

como tocoferoles, tocotrienoles y orizanoles.

Estudios realizados en seres humanos y animales con
hipercolesterolemia indicaron que el consumo de SA
disminuye el colesterol. Las reducciones se producen en
la fraccién LDL (aterogénica). Las fracciones del SA que
presentan actividad hipocolesterolemiante son el aceite,
la materia insaponificable y la proteina. Las
hemicelulosas solubles también pueden contribuir a la
reduccion de los niveles de colesterol por fijaciéon de
acidos biliares; la capacidad de fijacion depende de los

cultivos, de las variedades o de la climatologia.

Proteina del salvado de arroz

El SA es considerado como una buena fuente de proteinas
hipoalergénicas, y como tal, la proteina de SA puede servir

como un ingrediente adecuado para formulaciones de alimentos
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infantiles (Burks & Helm, 1994), lo que afiade variedad a las

dietas de niflos con alergias a alimentos.

La proteina del SA se la extrae facilmente por tratamiento
alcalino de tipo industrial y por su alta calidad puede ser
utilizada en la industria de procesamiento de alimentos

(Kumagai, y otros, 2006).

Entre las dificultades para la extraccion de las proteinas del SA
se encuentra su insolubilidad en agua, algunos investigadores
han llegado a la conclusion de que esto se debe a que se
encuentran fuertemente unidas por enlaces disulfuro que
forman complejos de alto peso molecular (Hamada, 1999). Las
proteinas del SA tienden a unirse con otros componentes del
salvado como el fitato y la fibra, los cuales presentan un alto
contenido de 1,76% y de 12% respectivamente (Juliano, 1985),
lo cual hace muy dificil la separacion de la proteina de otros
componentes. Por otro lado, el SA tiende a un rapido deterioro
al enranciarse por la acciéon de la lipasa sobre los lipidos
presentes en el mismo, siendo necesario que sea estabilizado
ya sea por calor o tratamiento con acido para desactivar la

lipasa o sometiéndolo a un desgrasado para eliminar los lipidos.
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embargo, estos tratamientos pueden causar una

desnaturalizacion o agregacion de la proteina que reduce la

solubilidad de la misma.

2.2.1. Calidad proteica

La funcion fundamental de la proteina en la dieta es la de
proporcionar aminoécidos esenciales y nitrdgeno
aminoacidico para la sintesis de las proteinas y otras
sustancias nitrogenadas que intervienen en la

composicién corporal (Cheftel, Cuq, & Lorient, 1993).

La proteina del SA es de buena calidad nutritiva para
alimentacion humana por su composicion aminoacidica al
tener segun la FAO un contenido abundante de &cido
glutdmico y aspartico; y aunque la lisina es el aminoécido
limitante, se encuentra en mayor proporcién que en la
proteina del endospermo del arroz y que en cualquier
proteina del salvado de otros cereales (Juliano, 1985). Se
ha encontrado en salvado una cantidad de lisina/100g de
proteina entre 3,99 y 5,3g (Wang, Hettiarachchy, M.,

Burks, & Siebenmorgen, 1999).
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El coeficiente de eficacia proteica ha sido ampliamente
utilizado como un indicador de la calidad nutricional de la
proteina, y en el SA es de 1,6 a 1,9, sin embargo al
extraer la proteina, y gracias a la eliminacion de
componentes como la fibra y el acido fitico éste valor
podria oscilar entre 2,0-2,5 y su digestibilidad también

aumentaria a un 90%.

Las prolaminas poseen altos contenidos de glutamina,
histidina, cisteina y metionina (Mandac & Juliano, 1978)
(Padhye & Salunkhe, 1979) (Shyur, Wen, & Chen, 1994).
Esta fraccion es rica en leucina, tirosina, fenilalanina pero
es la que presenta menor contenido de arginina y glicina
(Juliano, 1980). Se diferencian de las prolaminas de
maiz, trigo, cebada y centeno, ya que no presentan
secuencias repetitivas ricas en prolina. La fraccion
globulinas es rica en aminoacidos azufrados cisteina y
metionina (Juliano, 1985). Los aminoacidos mas
abundantes en fraccion glutelinas son &cido
glutdmico/glutamina, acido aspartico/asparagina,
arginina, glicina, alanina y treonina (Wen & Luthe, 1985)

(Juliano, 1985). Esta composicién influye en gran medida
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sobre su solubilidad, donde los grupos aminos en las
cadenas de glutamina y asparagina juegan un importante
rol promoviendo la asociacion de las moléculas de
glutelinas mediante puentes hidrogeno (Anderson &
Guraya, 2001). No obstante las subunidades tienen
diferente composicion aminoacidica, la subunidad basica
tiene mas leucina, tirosina, acido aspartico y menos
glutdmico que la subunidad acida (Villareal & Juliano,

1978).

Estudios realizados sugieren que la proteina producida
mediante  extraccion  alcalina  presenta  mayor
digestibilidad que la de la harina (Kumagai, y otros, 2006)
y que la obtenida por degradacion del almidén (Morita &
Kiryama, 1993) (Kumagai, y otros, 2006). (Morita &
Kiryama, 1993) han encontrado que dietas con un 40-
50% de aislado proteico de harina de arroz tiene
digestibilidad similar a formulaciones con un 25% de

caseina.

La digestibilidad varia segun las fracciones proteicas,

estudios realizados por (Steemson & Sathe, 1995)
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indican que las prolaminas son mas resistentes a la
digestion enzimatica in vitro que las albuminas vy

globulinas.

Métodos de extraccion de proteina

Los métodos mas wusados en la extraccion vy
solubilizacion de proteinas para el control del proceso y

caracterizacion de los extractos obtenidos son:

Extraccion acida:

Al degradar a la proteina rompe las cadenas
polipeptidicas en desorden generando un bajo grado de
hidrdlisis. Este tipo de extraccion realiza su accion en
menor tiempo, y se fundamenta en la ebullicion
prolongada de la proteina con soluciones acidas fuertes
(HCl y H2S04). Los analisis de estos extractos muestran
que tienen una cantidad elevada de nitrdgeno aminico
comparado con los demas; y tiene un alto contenido de
sales. Este método destruye completamente el triptéfano,

provoca una pérdida severa de cistina y pérdida leve de
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la serina y la treonina, asi como la conversion en sus
formas acidas de la glutamina y asparagina (Bridson E. ,

1998) (Bridson & Brecker, 1970).

Extracciéon basica / alcalina:

Si bien es cierto que las condiciones alcalinas son
efectivas en la extraccion y solubilizacion de las proteinas
del SA también presentan deficiencias. Los contenidos
de proteina alcanzados a ph 9,5 por 30 minutos en SA
sin estabilizar y estabilizado fueron de 71,5% y 50,9%,
respectivamente (Gnanasambandam & Hettuarachchy,
1995). Los aminoacidos cisteina y arginina se destruyen
pero a la vez con gran facilidad, forman racematos. Al
hidrolizar las proteinas con un &lcali concentrado se
obtiene una mezcla racémica de aminoéacidos
(conversiones de enantiomeros D y L). De su
configuracion depende el sabor proporcionado de los
aminoacidos, de tal forma que los D-aminoacidos
proporcionan un sabor especifico ligeramente amargo
mientras que los L-aminoacidos proporcionan un sabor

dulce; y las mezclas racémicas no poseen sabor (Kirk &
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Othmer, 1963). Normalmente en este método se utiliza

NaOH o BaOH.

Extraccion enzimética:

En este método se someten proteinas a la accion de
enzimas especificas, capaces de reconocer el enlace
peptidico y separar los aminoacidos sin destruirlos. Se
obtienen  L-alfa-aminoacidos, = aminoacidos  100%

levogiros.

Extraccion fisica:

Es méas deseable que otros métodos en el procesamiento
de alimentos, debido a que normalmente inducen
alteraciones menos no naturales en los alimentos y
causan menos problemas de salud, pero son costosos.
(Anderson & Guraya, 2001) utilizaron alta velocidad de
molienda de alto cizallamiento antes de la extraccion con
agua en el procesamiento de SA y en la separacion de
las proteinas del arroz. Por SA sin desgrasar, el

contenido de proteina del sobrenadante aument6 desde
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21,8 hasta 33,0% después de la molienda coloidal de alto

cizallamiento de alta velocidad, y de 38,2% con un

tratamiento de homogeneizacion adicional. Por salvado

de arroz desengrasado, los valores fueron mucho mas

bajos después de los tratamientos similares, el aumento

de 13,9 a 14,7% y al18.7%, respectivamente.

Existen algunas ventajas en cuanto a la extraccion

enzimatica y quimica (alcalina y acida):

Selectividad: Las enzimas son muy especificas
para un tipo de enlace, por lo que no hay
productos de degradacién en los resultados, sin
embargo en la extraccién alcalina y acida se
presenta poca selectividad y al ser mas dificil de
controlar se forman productos de degradacion que
pueden llegar a ser toxicas.

Parametros controlados de temperatura y pH: La
extraccion enzimatica ocurre generalmente en un
rango de 40°C a 60 °C y en pH de 4 a 8.
Sustancias extrafias: Solo se afaden en la

extraccidbn quimica por lo que es necesario la
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neutralizacion posterior en la cual aumenta el
contenido de sales, mientras que en la enzimatica
no se afiade ninguna sustancia.

Valor nutritivo: En la extraccibn enzimatica se
mantiene por lo que no se produce compuestos
de degradacién, mientras que en la extraccion
acida se elimina triptéfano lo que desamina los
aminoacidos serina y treonina; por otro lado, la
extraccion alcalina destruye los aminoacidos
arginina y cisteina y con los altas condiciones de
pH que se manejan en este método se podria
desarrollar modificaciones indeseables en las
proteinas como el entrecruzamiento de las
moléculas y rearreglos que resultan en la
formacion de compuestos tdoxicos como
lisinoalanina (Cheftel, Cuq, & Lorient, 1993)
(Otterbum, 1989), reduciendo asi las propiedades
funcionales y calidad nutricional de las proteinas
en su posible uso en alimentos. Sin embargo en
la extraccion enzimatica de proteinas es necesario

desnaturalizar la enzima y trabajar en condiciones
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asépticas evitando una contaminacion microbiana

de la mezcla a trabajar.

Hidrélisis enzimética

Por lo general, la hidrolisis proteica se realiza en un reactor, con
control de agitacion, pH, temperatura y tiempo del proceso. El
sustrato se suspende en agua hasta que el pH y la temperatura
se estabilizan; en seguida se agrega la proteasa dando apertura
a la hidrélisis. A medida que ésta avanza se produce
disminucién del pH debido a la rotura de los enlaces peptidicos;
para hidrélisis enzimatica el pH debe de mantenerse en el
optimo de la enzima por medio de una base diluida. Para
finalizar la hidrdlisis proteica, la enzima puede ser inactivada por
disminucion de pH, con calor o combinacion de ambos, o puede
ser retirada del medio mediante filtracién y la proteina se puede

precipitar.

Para la eleccion de una fuente proteinica adecuada debe
tenerse en cuenta el uso que vaya a tener el hidrolizado, asi
como el valor agregado del producto final con respecto al

sustrato inicial (Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008).
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2.3.1. Enzimas

Las enzimas son biocatalizadores de naturaleza proteica
de las reacciones biolégicas especificas, siendo muy
eficaces en pequefias cantidades, por lo que se
caracterizan por acelerar la velocidad de reaccion sin
afectar su equilibrio. No se alteran durante las reacciones
en las que participa, reducen la energia de activacion de
las mismas y lo mas importante es que muestran

especificidad de accion.

En cuanto a la estructura de las enzimas, presentan las
mismas caracteristicas al igual que las proteinas,
teniendo las cuatro estructuras; se ha podido comprobar
que las enzimas pierden su actividad catalitica cuando
sufren de desnaturalizacion por efecto de los mismos

agentes que afectan a las demas proteinas.

Las enzimas actian mejor a una Temperatura en un
rango de 25-50°C, aunque también mantienen una buena

actividad a temperaturas de refrigeracion y congelacion.
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Los primeros experimentos dieron como evidencia de
gue la enzima (E) se une a un substrato (S) y forma el
complejo enzima-substrato (ES) (Figura 2.5). El sustrato
se une a la enzima por medio de enlaces de interaccion
débiles como: puentes de hidrégeno, electrostatica,
hidrofobas, etc., en un lugar especifico que es el sitio o

centro activo (Figura 2.4).

.1
Centro activo

f « Centro requlador

FIGURA 2.4. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE
LA ESTRUCTURA DE UNA ENZIMA

Los complejos ES se forman cuando los ligandos se fijan
covalentemente en los sitios activos de la hendidura del
sitio activo, y es aqui donde el sustrato reacciona con el
catalizador proteinico para formar el producto (P) de la

reaccion.
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FIGURA 2.5. FORMACION DE COMPLEJO ENZIMA-
SUSTRATO (ES)

2.3.1.1.Tipos

Las enzimas proteoliticas o proteasas hidrolizan
los enlaces peptidicos con diferentes grados de
intensidad y selectividad. En un proceso de
hidrdlisis se utilizara la enzima mas adecuada de
acuerdo a la necesidad de la transformacion

requerida (Badui, 1994).
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En el procesamiento de alimentos, se utilizan

diferentes preparaciones de proteasas, las

mismas que se detallan en el Anexo A.

Existen muchas proteasas de grado alimenticio

disponibles  comercialmente, se  pueden

clasificarse segun:

Su origen: animal, vegetal, bacteriano o
fungico

Su modo de accion catalitica: existen dos
tipos de proteasas: las endoproteasas y
las exoproteasas. Las endoproteasas son
aguellas proteasas que hidrolizan enlaces
amidicos en el interior de las cadenas
peptidicas; y las exoproteasas son
aguellas proteasas que eliminan o liberan
un aminoacido a la vez, de la parte
terminal N (aminopeptidasa) o terminal C
(carboxipeptidasa) (Adler-Nissen,

Proteases, 1993).
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La naturaleza del centro catalitico: de las
proteasas depende de los aminoacidos y
otros ligandos que actian en la formacién
del complejo de enzima sustrato. Segun
intervengan los amino&cidos de serina,
cisteina o 4cido aspértico como una parte
esencial en el centro activo, se
denominaran: serinproteasas,
cisteinproteasas, aspartatoproteasas
respectivamente. Estos grupos de
enzimas son endoproteasas y alguna
modificacién o bloqueo de ese punto en la
cadena produce una completa inactivacion
de la enzima. Cada una de estas enzimas
tiene condiciones Optimas de accion: las
cisteinaproteasas tienen una actividad
maxima a pH neutro, las serinaproteasas a
pH alcalino y las aspartatoproteasas a pH
acido. Esta especificidad la podemos
encontrar en el organismo humano, por
ejemplo, las enzimas proteoliticas

digestivas presentan su maxima actividad
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de acuerdo con el pH del tracto digestivo
(Adler-Nissen, 1993).

En el caso de que sea un ion metal se
denomina metalo-proteasas, son

exoproteasas (Whitaker, 1994).

Las exopeptidasas pueden ser:
aminopeptidasas, caboxipeptidasas o
dipeptidasas. Por su parte, las
carboxipeptidasas se dividen de acuerdo a
la naturaleza del sitio catalitico en
serinacarboxipeptidasa,

metalocarboxipeptidasa y

cisteinacarboxipeptidasa.

Algunas de las endoproteasas importantes que
tienen aplicacion industrial se pueden observar

en el Anexo B.

Las endopeptidasas son las proteasas mas
utilizadas en la industria alimentaria debido a la

hidrolisis extensiva que producen, aunque en
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ocasiones su accion se complementa con
exopeptidasas con el fin de eliminar aminoacidos
hidrofébicos de los extremos N y C, que
producen el sabor amargo en los hidrolizados
proteicos (Adler-Nissen, 1993) (Noboru &

Tokuyasu, 1997)

Xilanasa fungica: son enzimas hidroliticas que
participan en el rompimiento de los enlaces
glicosidicos 3-1,4 presentes en los polisacaridos
de hemicelulosa. Son producidas por una gran
variedad de microorganismos, de aqui que tenga

dos origenes bacteriana y fungica.

Las xilanasas son enzimas que catalizan la
hidrolisis de xilanos que forman parte de las
hemicelulosas presentes en las fibras
celulosicas. Estas hemicelulosas se encuentran,
en cierta forma, en una situacion intermedia entre
las cadenas ordenadas de celulosa y la fraccién
amorfa de lignina. El efecto positivo de la

xilanasa se atribuye a la eliminacién de estos
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xilanos (de la Rosa, 2003) (Roncero, Colom, &
Vidal, 2003), haciendo que desaparezca la union
existente entre celulosa lignina, por lo que al
encontrarse mas libre ésta ultima facilita su

eliminacion en posteriores etapas de blanqueo.

Las xilanasas actuan sobre los polisacaridos,
como los arabinoxilanos, los cuales estan

presentes principalmente en los cereales.

Los carbohidratos los encontramos en la mayoria
de las materias primas vegetales. Entre la parte
digestible tenemos el azlucar y el almidon, y la
fraccibn de carbohidratos de origen vegetal
contiene compuestos indigestibles los cuales
son: celulosa, hemicelulosa, pectina,
betaglucanos, lignina. Estos compuestos pocos
digestibles, menos la lignina, forma parte de los

Polisacaridos no almidonosos, PNA (Figura 2.6).
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B LIGNINA
CELULOSA

— HEMICELULOSA
- arabinoxilanos
- galactanos

- Mananos

PNA

—|  BETA-GLUCANOS

PECTINAS

OLIGOSACARIDOS

L ALMIDON & AZUCARES

FIGURA 2.6. ESTRUCTURA DE LOS
CARBOHIDRATOS

Los arabiloxilanos, AX, se encuentran en la pared
celular de las plantas dandole soporte en su
estructura. Los mismos tienen una desventaja
por lo que abundan, por su ubicacion dentro del
material vegetal y su estructura molecular, lo cual
reduce el valor nutricional de la materia prima

haciendo efecto en la digestibilidad.
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Los AX se dividen en solubles e insolubles en
agua (VER ANEXO C). Los AX solubles en agua
tienen una alta capacidad para retener agua lo
gue estimula un aumento de la viscosidad del
contenido intestinal afectando la absorcion e
incluso la consistencia de las heces, formando un
efecto anti-nutricional. Al mismo tiempo, el
aumento de la viscosidad tiene sus efectos, entre
los cuales: no permite una homogenizacién de
los alimentos con las enzimas y las sales biliares,
provoca la fermentacién en el intestino grueso y
disminuye la reserva de nutrientes y la absorcion.
Por lo tanto la microflora intestinal fermenta los
PNA estimulando gases y acidos grasos volatiles
en el tracto intestinal del animal provocando
alteraciones digestivas y un desperdicio de esos

azucares como energia.

Mientras que los AX insolubles en agua producen
un encapsulamiento de los nutrientes digestibles
como el almidon y la proteina, permanezcan

atrapados ya sea en grupos de material de la
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pared celular o ligados a las cadenas laterales
de los AX. Dichos nutrientes atrapados no podran
ser digeridos ni absorbidos posteriormente en el
intestino delgado de tal forma que se van a
eliminar por las heces dando como resultado una
pérdida de nutrientes como un efecto anti-

nutricional (Figura 2.7).

arabinoxilanos

AXy Ao

incremento de viscosidad encerramiento de nutrientes

flora intestinal

digestibilidad reducida

menos nutrientes por el animal

resultados inferiores y camada himeda

FIGURA 2.7. EFECTOS ANTINUTRICIONALES
DE LOS AX
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Las xilanasas son producidas por una gran
variedad de microorganismos entre los que se
encuentran hongos y bacterias. Las xilanasas
fangicas tienen mayor actividad a pH &acidos,
mientras que las bacterianas trabajan mejor en

medios alcalinos.

Las xilanasas pertenecen al grupo de las
enzimas hidroliticas que se encargan de la
hidrolisis de los enlaces glicosidicos B 1,4

presentes en la hemicelulosa.

Mecanismo de hidrélisis

La hidrdlisis enzimatica de proteinas da lugar a

las siguientes especies intermedias:

Proteinas - proteosas > peptonas > péptidos

- aminoacidos
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TABLA 2. CARACTERISTICAS DE LAS
ESPECIES PRODUCIDAS EN LA HIDROLISIS

DE PROTEINAS

Especie MW AN/TN
Proteinas >20000 <0.01
Proteosas | 5000 — 10000 <0.01
Pentosas 1000 - 6000 0.1-05
Péptidos 200 - 500 0-5-0.8

Aminoacidos 75— 200 0.8-0.9

La diferencia entre éstas especies intermediarias
es la solubilidad, que corresponde a los tamafios
moleculares medios y con la relacién nitrégeno

amino/nitrogeno total (Tabla 2) (Knights, 1985).

La reaccién de la hidrdlisis consiste en la ruptura
del enlace existente entre los aminoacidos que
componen la cadena peptidica, proceso que
consumiéndose una

cataliza las proteasas,



53

molécula de agua por cada enlace roto (Figura

2.8) (Adler-Nissen, 1993).

E + S o ES - EP + H-P'
k1 k2

H20
— E + P—-0OH + H-P'

E: enzima, S: sustrato, P,P’: péptidos resultantes,

k: constantes de velocidad de reacciéon

FIGURA 2.8. MECANISMO CATALITICO DE
UNA PROTEASA

Primero se da la formacion del complejo enzima
sustrato, luego la proteasa actia sobre el enlace
peptidico rompiéndolo dando la liberacién del
grupo amino y grupo carboxilo, finalmente el
péptido restante se separa de la enzima después
de un ataque nucleofilico de una molécula de

agua:

P—CO—-NH-P +H20 - P—-COOH + P — NH2
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Los grupos aminos y carboxilos formados tras la
hidrolisis pueden estar parcialmente ionizados,

dependiendo del pH del proceso de hidrdlisis:

P—COOH & P—-CO0~ +H*

P—-NHf & P—NH, + H*

Este proceso puede volver a darse sobre los dos

nuevos peéptidos o sobre uno de ellos.

Durante el proceso de reaccién proteolitica, el Ph
cambiara, excepto en la region de 5.0 — 6.0
donde la captura y liberacion de protones esta en
equilibrio. A pH menor a 3.1 — 3.6 el grupo
carboxilico estara méas del 50% disociado y el
grupo amino  completamente  protonado;
presentdndose una captura de 05 a 1.0
equivalentes de H* por cada equivalente de

enlaces peptidicos rotos, incrementando el pH si
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éste no es controlado. Si el pH es superior a 7.5
— 7.8, el grupo amino estara menos del 50%
protonado y el carboxilico completamente
disociado, liberandose de 0.5 a 1.0 de H*,
disminuyendo en consecuencia el pH si éste no
es controlado. De modo que, si se quiere realizar
una hidrélisis a pH constante, debera adicionarse
acido o base para titular los grupos carboxilo o

amino liberados.

Durante las condiciones comunes de la hidrolisis
de proteinas alimentarias, la saturaciéon de
sustrato prevalece durante todo el curso de la
reaccion; los péptidos resultantes del primer
ataque de la proteasa sobre la molécula de
proteina actdan posteriormente como sustrato
para siguientes degradaciones a péptidos mas
pequefios. Este proceso da como resultado una
competencia de sustratos entre la proteina
original y los péptidos formados (Adler-Nissen,

Enzymic hydrolysis of food proteins, 1986).
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El grado de hidrolisis maximo que se puede
obtener depende de la proteina y la especificidad
de la enzima, ademas, el tiempo de reaccion
para obtener cierto grado de hidrolisis puede
reducirse aumentando la concentracion de la

enzima.

Hidrolizados proteicos del salvado de arroz

La proteina del SA se la ha estado usando en la leche
hipoalergénica para reemplazarlo en las formulaciones de
infantes. En la industria alimentaria se usa ampliamente los
hidrolizados de proteinas, usualmente como fuente de nitrdgeno
al incorporarlos en la formula de nutricion enteral en personas
gue no pueden satisfacer sus requerimientos nutricionales con
la dieta oral normal o habitual. Para que un hidrolizado pueda
entrar en una dieta enteral debe de ser hipoalergénico, dar un
aporte total o parcial de nutrientes, tener un valor nutritivo alto
comparado con el nivel de proteina de partida, tener un sabor
agradable, ser osméticamente equilibrado. (Benitez, lbarz, &

Pagan, 2008)
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El uso de los hidrolizados proteicos dependera de la enzima
proteasa utilizada, de la fuente proteica, de las condiciones de
hidrolisis y del grado de hidrélisis que haya alcanzado en la

reaccion.

2.4.1. Propiedades funcionales y nutricionales

El salvado de arroz tiene propiedades benéficas para la
salud, puesto que se utiliza para tratar la acidez del
estdmago, el estrefiimiento, para controlar la cantidad de
azucar y los niveles de grasa. El SA cuenta con un alto
contenido de vitamina B, minerales, proteinas, hidratos
de carbono y grasas naturales bajos en colesterol que
surgen a partir del pericarpio que recubren al grano de
arroz; considerandose a este cereal como un alimento
funcional, teniendo propiedades hipoalergénicas vy
anticancerigenas, la calidad nutricional de sus proteinas
es superior a la del maiz y el trigo pero inferior a la de la

avena.

Con respecto a las propiedades funcionales, estas
depende de la forma de la proteina, de su tamafio

molecular, la composicion aminoacidica, la secuencia,
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carga y distribucién de la misma, estructura secundaria,
ordenamiento terciario y cuaternario de los segmentos
peptidicos, relacion hidrofobicidad/hidrofilicidad y relacion
rigidez/flexibilidad en respuesta a las condiciones
externas. Pero estas mismas propiedades pueden ser
alteradas por distintas circunstancias como las
condiciones del proceso, métodos de aislamiento,
factores ambientales, concentracion de la proteina,

interaccioén con otros componentes, entre otros.

En si, las propiedades funcionales pueden clasificarse de
acuerdo a la interaccion que influya en el proceso
(Cheftel, Cuq, & Lorient, 1989) (Bourgeois & Le Roux,

1986):

e Propiedades dependientes de la interaccién agua-
proteina (solubilidad, hidratacion, capacidad de
retencion de agua, capacidad de imbibicion de
agua)

e Propiedades dependientes de la interaccion
proteinas-lipidos

e Propiedades dependientes de la interaccion

proteinas-lipidos
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e Propiedades dependientes de la interaccion
proteina-proteina  (gelificacion,  texturizacion:
formacién de peliculas por coagulacion térmica,
formacion de fibras)

e Propiedades superficiales (habilidad para formar

espumas y emulsiones)

Las propiedades de hidratacidbn que intervienen en la
formulacion, procesamiento y almacenamiento de
alimentos esta determinado por la interaccién proteina-
agua gque ocurre a través de los grupos polares y no
polares presentes en la estructura de las proteinas, los
grupos polares interactian con el agua por medio de
enlaces dipolo-dipolo, puentes de hidrogeno e interaccion
con grupos ionizados. Cuando la interaccibn es con
grupos ionizados, la polaridad es afectada por las
condiciones de pH. Es decir que cuando el pH esta cerca
del punto isoeléctrico, la retencion de agua es minima
pero crece cuando el pH disminuye o aumenta. Mientras
que los grupos no polares lo realiza a través de

hidratacion hidrofébica.
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Para que una proteina sea soluble, debe interaccionar
tanto pueda con el disolvente a través de los enlaces
mencionados anteriormente. Pero existen factores que
influyen con la solubilidad, como: el pH, la fuerza i6nica y

temperatura.

A pH mayores o menores al punto isoeléctrico hay
solubilizacion, por lo que la proteina arrastra la carga
positiva 0 negativa que tenga y las moléculas de agua
interactian con éstas. A pH alejados del punto
isoeléctrico, existe una precipitacion de la proteina
porque las cargas son muy bajas como para que exista
interaccidn con las cadenas polipeptidicas y no se forman
agregados. La fuerza ionica influye de manera en que si
la concentracion salina es mayor, hay una solubilizacion
menor y por ende puede existir una precipitaciéon de la
proteina. Con respecto a la temperatura, la solubilidad de

las proteinas aumenta con la T°.
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La capacidad de retencion de agua es la capacidad que
un alimento tiene para retener agua en su matriz proteica
cuando es sometida a fuerzas externas como: presion
osmotica, presion, centrifugacion, vacio. Esta propiedad
depende de las interacciones/uniones y parametros
descritos anteriormente; y esta vinculada directamente

con la solubilidad.

Las propiedades superficiales requieren un grado de
hidratacion y solubilizacion de proteina elevado. Las
espumas o emulsiones son una dispersion de una fase
de burbujas de gas o gotas en una fase liquida o
semiliquida, ambas fases no miscibles. Las proteinas
actian como agentes tensioactivos formando una barrera
protectora conteniendo las burbujas o gotas, de manera
gque absorben a las interfases, reducen la tension

interfasial y forman un film cohesivo.

Las propiedades dependientes de la interaccion proteina-
lipido se refiere a la capacidad que tiene ciertos

ingredientes proteicos deshidratados para adsorber una
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cantidad de aceite y poder retenerla, como la mayonesa,
embutidos, aderezos. Este tipo de interacciones se
realiza a través de enlace hidrofébico entre las cadenas
alifaticas apolares de los lipidos y regiones polares de las
proteinas. Esta propiedad esta relacionado con la
solubilidad de la proteina, es decir que las proteinas
solubles son las que mayor cantidad de aceite precisany

aun mas cuanto mas hidrofobas sean.

Hidrolizados proteicos comerciales

En el mercado, los primeros concentrados y aislados
proteicos que aparecieron fueron los de soya seguidos el
de gluten de trigo (Hettiarachchy, Griffin, &
Gnanasambandam, 1996) y el de maiz (Lin & Zayas ,
1987), siendo los mas utilizados como agentes
emulsificantes o potenciadores de sabor (Kammoun,

Bejar, & Ellouz, 2003) (Li, Zheng, & Kong , 2002)

Se han aprovechado también otras fuentes vegetales
como colza (Mahajan & Dua, 1995), garbanzo (Sanchez-

Vioque, Clemente, Vioque, Bautista , & Millan, 1999),
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girasol (Saeed & Cheryan, 1988), Phaseolus

(Apostolatos, 1984) y amaranto (Martinez & Afon, 1996).

En los ultimos afios los procesos de obtencion de
hidrolizados proteicos y mejora de las proteinas
vegetales para la alimentacion humana han tenido un
gran desarrollo; debido a la disponibilidad de fuentes
proteicas vegetales y a la preferencia del consumidor por
dietas bajas en proteinas animales sin dejar de ingerir las

cantidades necesarias para la sintesis de tejido proteico.

Para que los hidrolizados de proteinas puedan ser
aprovechados en la formulacién de dietas deben de ser
alergénicos, estudios han concluido que los hidrolizados
de alto peso molecular causan problemas de
alergenicidad. También los hidrolizados debe de
presentar un sabor agradable, que por lo general en el
proceso de hidrdlisis se produce un cierto amargor pero
esto depende de la fuente proteinica usada y con la
hidrofobicidad de las cadenas laterales, pero en péptidos
de peso molecular inferior a 1000 Da, esta propiedad

sensorial desaparece.
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Las propiedades funcionales de los hidrolizados de
proteinas son también aprovechados en las industrias
alimentarias como su solubilidad, capacidad gelificante y
poder espumante a diferencia de la proteina nativa; con
el fin de mejorar la nutricion de tal manera que el uso de
estos hidrolizados se puedan incorporar en formulaciones
tanto para nifios, adultos, para personas que tengan
alteraciones especificas en su salud o brindando
beneficios a personas con un alto nivel de colesterol o
triglicéridos en sangre (Viogue, Séanchez-Vioque,

Pedroche, & Yust, 2001)

Las principales  caracteristicas  sensoriales 'y
fisicoquimicas que debe tener un hidrolizado proteico
son: ausencia de péptidos amargos, presentar un patréon
de pesos moleculares acorde a su destino comercial y
propiedades funcionales adecuadas que permitan

utilizarlo como suplemento proteico (Mahmoud, 1994).
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Anédlisis Critico de la Biosintesis de Proteinas en el arroz

De manera general, las semillas constan de tres grupos de
proteinas: las estructurales, las biologicamente activas y las de
almacenamiento. Las proteinas de almacenamiento, también
llamadas de reserva, son las que influyen mayormente en la
calidad nutricional de la semilla por lo que forma parte del 80%.
A medida que la semilla va desarrolldndose, la velocidad de
sintesis de este grupo de proteinas va incrementandose y se va
almacenando en grupo proteicos en forma de vesiculas. Con el
fin del crecimiento del brote y un desarrollo luego de la
germinacion, estas proteinas son degradadas para proporcionar

nitrégeno reducido y carbono.

De acuerdo a la solubilidad de las proteinas del arroz, se

clasifican en (Osborne, 1924):

e Globulinas, solubles en soluciones salinas diluidas y
neutras

e Albuminas, solubles en agua

e Prolaminas, solubles en alcohol o en mezclas de alcohol-
agua

e Glutelinas, solubles en soluciones alcalinas o acidas
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El grano de arroz esta constituido por un 75-90% de glutelinas
formando la fraccion mayoritaria de las proteinas de
almacenamiento del arroz. Esta fraccion determina el valor
nutricional de la proteina de arroz convirtiéndola en una de las
mejores proteinas vegetales, y en menor proporcion por
albuminas. Las albuminas poseen pesos moleculares que van
desde 8,5 a 95 kDa, con tres polipéptidos principales de 8,5; 11
y 16 kDa (Juliano, 1980). Los mismos que se localizan en la

aleurona (Juliano, 1985).

Las globulinas presentan polipéptidos de 25 y 16 kDa
localizandose fundamentalmente en las capas externas del
pericarpio del grano y en el embrion (Krishnan et al, White, &
Pueppke, 1992) (Juliano, 1980) (Sawai & Morita, 1970). Las
prolaminas estan formados por polipéptidos heterogéneos con
pesos moleculares entre 10 y 23 kDa. Las glutelinas se ubican
en el endospermo del grano, son insolubles por lo que posee
puentes disulfuro que forma agregados de alto peso molecular

(Juliano, Rice Chemestry and Technology, 1985)
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Las proteinas de los cereales se caracterizan por acumularse
en el endospermo en lugar de hacerlo en el embrion como en
las leguminosas, por modificaciones en los mecanismos de

sintesis, transporte y/o almacenamiento en las semillas.

Las prolaminas son sintetizadas y se acumulan en cuerpos
proteicos en el reticulo endoplasmatico. Las glutelinas son
sintetizadas como preproglutelina de 59 kDa en la membrana
del RE, posteriormente pasan al Aparato de Golgi formandose
en proglutelinas de 57 kDa. Por dltimo son procesadas en
subunidades acidas y basicas o alfa y beta con pesos
moleculares de 37-39 kDa y 20-22 kDa respectivamente. Son
almacenados en cuerpos proteicos o vacuolas y presentan
diferentes puntos isoeléctricos. (Yamagata, Sugimoto, Tanaka,

& Kasai, 1982) (Qu, Satoh, Ogawa, & Wei, 2001).

En el arroz a diferencia de los demas cereales y leguminosas,
las proteinas se acumulan en dos tipos de cuerpos proteicos.
Los cuerpos proteicos tipo | se encuentran asociados en el RE
rodeados de una membrana con ribosomas y se encuentran
compuestos principalmente por prolaminas; mientras que los

cuerpos proteicos tipo Il se los asocia con el AG, se almacenan
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en vacuolas y estan constituidos por glutelinas. Ambos tipos de
grupos proteicos se encuentran distribuidos a lo largo del
endospermo, sin embargo si hay un aumento en el contenido
proteico del grano de arroz se incrementa el nimero de grupos

proteicos.

La distribucion de las proteinas de reserva en los cuerpos
proteicos del endospermo es variable, en el tipo | se encuentran
entre 60-65% de estas proteinas, en el tipo Il entre 20-25% y los
restantes estan ubicadas en el citoplasma y serian albuminas y

globulinas.

En la primera etapa del desarrollo del grano, etapa de llenado,
éste pasa por un estado acuoso que posteriormente tiene un
estado de grano lechoso, y sucesivamente el grano va pasando
de blando a duro alcanzo su madurez fisiol6gica. Durante esta
primera etapa las proteinas se van acumulando en distinto
orden, a los 5 dias de la antesis (floracion) se van formando las
glutelinas en forma de subunidades acidas y basicas, 37-39 y
22-23 kDa respectivamente. Luego de 10 dias aparecen las
prolaminas, polipéptidos de bajo peso molecular de 10-16 kDa.

Los polipéptidos de mayor tamafio de 57-76 kDa empiezan a
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aparecer en el desarrollo del cariospe acumulandose en el

grupo proteico tipo Il con las globulinas.



3.

CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1

Materiales

Para el desarrollo de esta investigacion se trabajé con semillas
registradas de 3 variedades de arroz (Oryza sativa): INIAP 14,
15y 17. La Estacién Experimental Boliche del Instituto Nacional
Autonomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), don6 45
kg de cada variedad, las cuales fueron cosechadas entre los
meses de Febrero y Mayo; y almacenadas en camaras de
refrigeracion a una temperatura de 14 °C aproximadamente,

garantizando un buen acondicionamiento del grano.



71

3.1.1 Sustrato: Salvado de Arroz

Las variedades de arroz antes mencionadas fueron
procesadas en el Laboratorio de Granos y Cereales de la
Bolsa de Productos de Guayaquil, una corporacion
privada que busca proporcionar la innovacion de los
procesos de comercializacion de productos y servicios
agropecuarios. Este laboratorio esta provisto con equipos
modernos que estan en la capacidad de determinar
resultados garantizados de acuerdo a la Norma INEN
(Instituto Ecuatoriano de Normalizacion), y que simulan el
proceso de pilado a nivel industrial lo cual permitio
obtener el SA. A continuacién se describe las etapas de

proceso de pilado a nivel de laboratorio que se realizo.

Limpieza de arroz paddy

El proceso inicia con una limpieza del arroz paddy, para
eliminar impurezas y cuerpos extrafios. Para esta
operacion se utiliz6 un separador de impurezas de
granos (Figura 3.1), que consta de un sistema de

aspiracibn con aire y un sistema de extraccion de
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impurezas especiales con “riddle”; es decir un grupo de

tres zarandas oscilatorias.

FIGURA 3.1. DETERMINADOR DE IMPUREZAS DE
GRANOS

Luego de la limpieza del arroz paddy, este fue
homogenizado manualmente para proceder a la
medicion de su contenido de humedad, temperatura y

peso hectolitrico en muestra en grano.
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Descascarado

Una vez que se obtuvo los datos de humedad, se
procedié al descascarillado del arroz por medio de un

equipo marca YAMAMOTO modelo FC2K (Figura 3.2).

FIGURA 3.2. DESCASCARADOR DE ARROZ FC2K

Es recomendable que este equipo trabaje con muestras
gue no superen el 16% de humedad, puesto que un valor
superior a éste puede dar lugar a quebraduras en el

grano.
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Pulido

Posterior a esta etapa, se tomo el arroz integral obtenido
del descascarador y se lo llevdé a un pulidor continuo
temporizado marca YAMAMOTO, modelo RICEPAL VP-
32T (Figura 3.3). Es un molino de friccion vertical, con un
grado de pulimento facilmente graduable (Figura 3.4),
tiene una capacidad de muestra desde 200 gramos en
adelante permitiendo una recoleccion limpia del salvado.
Este pulidor tiene dos criterios de trabajo: el flujo del

grano del arroz integral (abertura) y el grado de molienda.

B AR

FIGURA 3.3. PULIDOR CONTINUO O TEMPORIZADO
RICEPAL U32
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Se utilizo el nivel 4 para el flujo de grano; y en cuanto al
grado de molienda se uso el nivel 3 para el primer pulido

y 2.5 para el segundo pulido.

FIGURA 3.4. NIVELES DE PULIMENTO

Se estableci6 3 grados de pulido para realizar las
pruebas de laboratorio, y asi escoger el mas conveniente
en base a la blancura del arroz; donde se observé que
con 2 grados de pulido, el arroz cumplia con un grado de
blancura aceptable cuyo valor se situ6 entre 37-38

Grados de Blancura o Kett.
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Es importante determinar el nivel de blancura en esta
etapa porque de esta manera cuidamos de que no se
esté pasando arroz de alto precio u otros componentes
diferentes al salvado.

Una vez obtenido el SA se lo tamiz6 en malla 80 y se
procedi6 a almacenar las dos fracciones de pulido
obtenidas por variedad en fundas ziploc a -20°C hasta su

posterior uso.

Enzimas

Las enzimas utilizadas en el presente estudio son de

marca comercial VERON® las cuales fueron donadas por

Granotec Ecuador.

VERON® 292: Es wuna preparacion de enzima

hemicelulitica para el tratamiento de harinas. La enzima
es obtenida a partir de cultivos especificos de Aspergillus
niger, es un polvo fino de color claro amarillento con olor
aromatico y esta compuesto por harina de trigo, xilanasa
y aceite de girasol. Presenta una actividad minima de

1700 XylH g, donde 1 XylH corresponde a esa actividad
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enzimatica donde se libera a partir de xilano una cantidad
reducida de grupos equivalentes a 1 uMol de xilosa / min.
a 30°C en condiciones estandar. Se la almaceno

herméticamente a temperatura de refrigeracion.

VERON® HPP: Es una preparacion de proteasa

bacteriana producida a partir de una cepa seleccionada
de Bacillus subtilis. Cumple con las especificaciones FCC
y JECFA recomendadas para enzimas grado alimenticio.
Es un polvo de color marrén claro con un olor
caracteristico, presenta una actividad minima de 1116
Urmb g?, donde 1 Umb corresponde a esa actividad
enzimatica donde se libera el equivalente a 1 yuMol de
tirosina en TCA-hidrolizados solubles de hemoglobina
dentro de un minuto y 37°C condiciones estandar.

Se la almacend herméticamente a temperatura de

refrigeracion.
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Metodologia

3.2.1 Caracterizacion fisico-quimica del salvado de arroz

Caracterizacion fisica del arroz paddy

Se debe caracterizar el arroz paddy a ser utilizado en la
obtencién del SA, con el fin de tener un proceso
estandarizado. Para establecer los requisitos que debe
cumplir en cuanto a su caracterizacion fisica se utilizd

como referencia la norma INEN 186.

Se determiné la humedad, temperatura y densidad del
arroz paddy de las variedades estudiadas; para lo cual se
us6 un Analizador de Grano marca Dickey-John, modelo
GAC 2100 (Figura 3.5) donde los resultados de la prueba
se calculan automaticamente, estas mediciones se las
realiz6 por triplicado para poder tener datos mas

confiables.
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FIGURA 3.5. MEDIDOR DE HUMEDAD GAC 2100

Para el control del proceso de pulido se evaliuan los

pardmetros descritos a continuacion:

e Blancura del arroz: Se obtiene mediante un equipo
marca KETT modelo C-300 (Figura 3.6); el cual funciona
bajo el principio del indice de reflectividad de la superficie
al reflejarse la luz de una fuente por la superficie de la
muestra, la cantidad de luz reflejada por la muestra
creara una corriente eléctrica que podra ser leida en el
equipo. El indice de blancura reflejado que produce la
guema de 6xido de magnesio fino es leida como 100, las

lecturas son divididas en numeros hasta 100 (EDIAGRO).
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FIGURA 3.6. MEDIDOR DE BLANCURA KETT C-300

e Rendimientos: Se determiné el porcentaje de los
rendimientos de los subproductos de la etapa de pilado

para cada variedad de arroz, mediante la aplicacién de

formula:
gr.tamo
Tamo % = —— x 100%
gr. paddy
r.arroz integral
Arroz Intregral % = & 8 X 100%
gr. paddy
r.arroz blanco
Arroz Blanco % = g X 100%

gr. paddy

r.SA pulido 1y 2
Salvado de Arroz % = 8 P y X 100%
gr.paddy
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En cuanto a los requisitos fisicos quimicos que debe
cumplir el SA se tomé como referencia la norma INEN 1
690. En el SA se determind por triplicado humedad,
cenizas, fibra digerible acida, fibra digerible neutra, grasa
y proteina a través de un analisis NIR (Espectroscopia de
Infrarrojo Cercano) en un equipo marca FOSS NIR

Systems Type 461046.

Luego, por medio del programa estadistico Minitab
version 16.0 se realizdé un andlisis de varianza de los
datos obtenidos para cada variedad y fraccién de pulido
en funciébn del contenido de proteina; con el fin de
establecer la fraccion de la variedad que tenga el
contenido mas alto, el cual se usara como sustrato para

la obtencién del concentrado proteico.

Como factores o variables independientes se

consideraron:

1) Variedad de arroz: INIAP 14, 15, 17.

2) Fraccion de pulido: Pulido grado 1y grado 2.

La variable de respuesta fue el contenido de proteina

expresado en porcentaje (%).
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3.2.2 Hidrélisis enzimética

3.2.2.1 Pre tratamiento del sustrato

Para la hidrdlisis, se trabajo con dos tipos de
sustratos: salvado de arroz sin desgrasar y
desgrasado.

El desgrasado del SA se realizé en base al
método de (Wang, Hettiarachchy, M., Burks, &
Siebenmorgen, 1999) modificado, donde se
mezclo salvado mas hexano en una relacion de
(1:3) por un tiempo de 30 minutos con agitacion
constante a 250 rpm. Se lo dej6 en reposo por
24 horas en un matraz hermético y protegido de
la luz. Posteriormente, se filtr6 la mezcla en
papel cualitativo y el residuo se colocé en cajas
Petri y se llevo a secar a 35°C por un tiempo de
30 minutos para evaporar el hexano remanente.
Las muestras secas fueron almacenadas en

bolsas ziploc a -20°C.
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3.2.2.2 Condiciones de Hidrdélisis

El proceso de hidrolisis se lo realizd en dos
etapas. La primera corresponde a una
extraccion y solubilizacion de proteinas, donde
el objetivo fue liberar la mayor cantidad de
proteinas del resto de componentes no
proteicos del sustrato y posteriormente
solubilizarla en medio alcalino para finalmente
extraerla por centrifugacion y lavados con agua
ajustada a su punto isoeléctrico, esta etapa se
realiz6 utilizando un método alcalino vy
enzimatico.

La segunda etapa fue la hidrolisis enziméatica de
proteinas, donde el objetivo fue obtener un
extracto mas puro rico en péptidos y di-
péptidos. EI procedimiento se presenta a

continuacion:

Extraccién v solubilizacion

En la Figura 3.7 se muestra un diagrama de la

metodologia de experimentacién que se empled



84

para definir las condiciones Optimas de esta
primera fase de extraccion y solubilizacién de

proteinas.

*Tratamiento

*Tratamiento

Alcalino Sustrato Enzimatico
*pH: 9.5 sD *pH: 6
«T: 40°C +T: 40°C
+Agitacion: Sustrato *Agitacion:

200rpm 200rpm

+[ES]=1%

FIGURA 3.7. METODOLOQIA DE LA
EXPERIMENTACION

Elaborado por: Naranjo y Suquilanda, 2013

Como se aprecia para cada sustrato
desgrasado (D) y sin desgrasar (SD) se realizo
la extraccion de proteinas a través de un
tratamiento alcalino (A) y enzimatico (E) por un
tiempo total de 300 minutos, donde se tomé
cada 60 minutos una alicuota que fue analizada

por el método de Biuret (Anexo D).
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Método alcalino

Se mezcldé SA con agua Milli-Q en una relacion
de (1:5) y se ajusto el pH a 9.5 con NaOH 1N.
Luego se incub6é a una temperatura de 40°C
con agitacion continua en un agitador-incubador
modelo Innova 40, marca New Brunswick
Scientific; hasta obtener la maxima cantidad de
proteinas en la reaccion, tomando alicuotas
cada 60 minutos; las mismas que se
centrifugaron a 10000 Xg por 20 minutos a

10°C (Figura 3.8).

FIGURA 3.8. CENTRIFUGADORA



86

Al sobrenadante se le midié proteina total por el
meétodo de Biuret (Anexo D). La parte restante
del sobrenadante se lo llevé a punto isoeléctrico
ajustando su pH a 4.5 con HCI 1N, una vez
llegado a este pH se dejo reposar en frio y
luego se centrifug6 a 10°C por 20 minutos a una
velocidad de 10000 Xg. Finalmente se retiro el
precipitado (Figura 3.9) y se lo almacen6 a

-20°C hasta su posterior liofilizacion.

FIGURA 3.9. PRODUCTOS DE
CENTRIFUGACION EN EXTRACCION
ALCALINA
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Método enzimatico

Para la extraccion por método enzimatico se
procedi6 como en el caso anterior, con la
diferencia de que el SA se mezclé con buffer
citrato en una relacion de (1:5), se acondicion6
la mezcla a 40°C para luego agregar la enzima
Xilanasa (VERON® 292) al 1% en relacion al
sustrato y se siguid incubando a dicha

temperatura (Figura 3.10).

innoevaio

FIGURA 3.10. INCUBADORA

En esta etapa, las muestras fueron identificadas

para posteriormente realizar la hidrolisis
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enzimatica de proteinas, de la siguiente

manera:

TABLA 3. CODIFICACION DE MUESTRAS

Caddigo Descripcion
Salvado de arroz desgrasado
DA . >
por método alcalino
Salvado de arroz sin
SDA desgrasar por método
alcalino
DE Salvado de arroz desgrasado
por método enzimético
Salvado de arroz sin
SDE desgrasar por método
enzimatico

ELABORADO POR: NARANJO Y
SUQUILANDA, 2013

Hidrélisis enziméatica de proteinas

Se mezclo extracto proteico liofilizado con buffer
fosfato 0.1M pH 9 en una relacion de (1:5), se
acondicion6 la mezcla a 40°C para luego
agregar la enzima Proteasa (VERON® HPP) al
1% en relacion al sustrato y se sigui6 incubando

a dicha temperatura con agitacion constante
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hasta obtener el mayor grado de hidrdlisis en la
reaccion. Una vez cumplido el tiempo 6ptimo de
incubacion, se llevé a bafio Maria a 90°C para
inactivar enzimas y finalmente se centrifugé a
10000 Xg por 20 minutos a 10°C, separando el

sobrenadante que se llevo a liofilizar.

Grado de hidrolisis

El grado de hidrolisis (GH) tiene como objetivo
medir los enlaces peptidicos rotos en relacion a
la proteina original por medio de la accién de la
enzima en el método empleado. Se utilizo la
técnica descrita por (Church , Swaisgood ,
Porter , & Catignani , 1983), la cual se basa

usando ortoftaldialdehido (OPA).

Se compar6 la absorbancia obtenida con una
curva patron de Serina (Anexo E) donde se
determiné la cantidad de grado de hidrdlisis,
para cada muestra, mediante la interpolacion de

estos valores en la curva patron y despejando
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los valores respectivos de x de ecuacion de la

recta(y=mx+b>b).

Se prepard la curva patron de L-serina a una
concentracion de 0.1mg/ml de acuerdo a las

diluciones que se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4. CONCENTRACIONES USADAS
PARA LA ELABORACION DE LA CURVA
PATRON DE SERINA.

. H20 ..
Tubo Serina destilada Concentracion
() | (Hg/ ml)
[(T0)

A 0 1000 0

B 150 850 0.75

C 250 750 1.25

D 500 500 2.5

E 750 250 3.75

F 1000 0 5

ELABORADO POR: NARANJO Y
SUQUILANDA, 2013

3.3 Cuantificacién del concentrado proteico

3.3.1 Nitrégeno soluble

La muestra fue disuelta en buffer CINa 0.1 M, pH 8,0 a

una concentraciéon de 1,0% p/v, durante 60 minutos a
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temperatura ambiente con agitacion. Se centrifugd la
disolucién a 1000xg durante 30 minutos a 20°C; se tomo
el sobrenadante y se determind la concentracion de
proteinas por el método de Kjeldahl. Luego se determino
el porcentaje de nitrdgeno soluble relacionando este valor
con el de proteina total para la muestra (Foschiatti,
Perduca, Santiago, Rubiolo , & Carrara, 2009) y el
porcentaje de nitrogeno soluble fue calculado a través de
la siguiente ecuacion:

nitrogen in the supernatant (mg) = 100

NS % = total nitrogen in a 100 mg sample

Sabor

Para determinar el sabor del concentrado proteico
obtenido se realiz6 un perfil de sabor con la ayuda de
diez panelistas, los cuales fueron entrenados mediante
una prueba de umbral con escala de g2 a g6 de los

cuatro sabores basicos: dulce, amargo, acido y salado.

TABLA 5. CONCENTRACIONES PARA CADA SABOR
BASICO
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Sabor basico Sustancia Concentracion
Dulce Sacarosa 1,0% p/v
Salado Cloruro de sodio 0,2% plv
Acido Acido citrico 0.04% plv
Amargo Cafeina 0.05% p/v

FUENTE: (Watts, Ylimaki , Jeffery, & Elias, 1989).

Las soluciones presentes en la Tabla 5 se prepararon con agua
destilada un dia antes de la prueba para permitir que se
equilibren durante la noche. Se prepararon aproximadamente
entre 30 ml por panelista. Para la degustacion, las soluciones se
sirvieron en pequeios vasos codificados. Entre las 4 soluciones
bésicas se pusieron al azar una a dos muestras que contenian
agua. Se instruy6 a cada panelista para que se enjuagaran la
boca con agua entre una muestra y otra. La ficha que se
empled para esta prueba se presenta en el Anexo | (Watts et al,

1989).

Luego de que hayan sido entrenados, se procedi6 a presentar

la muestra del concentrado y el formato empleado para la
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prueba, la cual se aprecia en el Anexo J, en donde el catador
asigna una calificacion de acuerdo a los atributos detectados y
su intensidad. La escala de intensidad empleada para la prueba
sensorial fue de 0 a 5, donde 0= ausencia total y 5= extrema.

Para realizar el analisis de la data, se colocan los datos en una
tabla, se promedian los puntajes asignados por cada uno de los

panelistas y se analizan de forma grafica. (Hernandez , 2005)



CAPITULO 4

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion del salvado de arroz

Los resultados de la caracterizacion fisica del arroz paddy
previo a su procesamiento y los rendimientos de los productos

del pilado por variedad se presentan en la Tabla 6.

Segun la norma INEN 186 las condiciones de humedad en el
arroz paddy deben ser hasta del 14% para evitar su deterioro
por la activacion de la flora micética presente y fermentaciones
derivadas, ademas el grano adquiere mayor dureza Yy

consistencia para soportar mejor las operaciones de pilado.
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TABLA 6. CARACTERIZACION FISICA Y RENDIMIENTOS
DE LAS VARIEDADES DE ARROZ INIAP 14,15Y 17

CARACTERIZACION FiSICA ARROZ PADDY
Parametros | INIAP 14 INIAP 15 | INIAP 17
Humedad 14 12,9 13,6
Paddy (%) +0,13 + 0,09 + 0,09
Temperatura 271 26,97 27,33
Paddy (°C) ' +0,11 + 0,04
Densidad 54.4 54 57,87
Paddy (kg/hl) +0,27 +1,13 +0,24
RENDIMIENTOS EN LA ETAPA DE PILADO
Tamo
(%) 20,62 19,7 18,86
Arroz Integral 79.12 80.01 80.75
(%)
Arroz Blanco
(%) 71,63 73,34 73,19
Salvado
(%) 6,91 6,12 6,61
Blancura
arroz 37,4 37,2 38,7
°Kett

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013

A las fracciones obtenidas de los pulidos de cada variedad se
les realiz6 analisis fisico-quimico por medio del método NIR,

donde los resultados se muestran en la Tabla 7.
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TABLA 7. CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LAS
FRACCIONES DE PULIDO

INIAP 14 INIAP 15 INIAP 17
Parametros | Pulido | Pulido | Pulido | Pulido | Pulido | Pulido
(%) 1 2 1 2 1 2
13,24 | 12,02 | 13,50 | 12,86 12,3 10,8
Proteina
+0,11|+0,15| +0,03 | +0,07 | +0,33 | £0,13
18,88 | 17,33 | 17,47 | 17,07 | 17,16 | 14,39
Grasa
+004|+053]|+0,16|+0,38| +0,49 | +0,37
11,05 | 10,56 9,69 9,45 9,32 8,84
Ceniza
+0,08(+0,26| 0,1 | +0,24| +0,29 | +£0,16
10,21 | 10,45 | 10,89 | 10,94 9,89 10,99
Humedad
+0,15( 0,1 | +£0,13|1+0,17| £0,2 | £0,33
Fibra 19,99 | 13,06 | 20,65 | 14,12 | 18,92 | 11,87
digerible
neutra +0,17 [ +0,48 [ +0,39 | +0,7 | £0,61 | +0,28
Fibra 8,76 | 560 | 9,14 | 6,20 | 8,42 | 5,56
digerible
acida +0,07 [ +0,06 [ +0,17 | £0,27 | £0,02 | + 0,07

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013

De estos parametros el de mayor relevancia para la presente

investigacion es el contenido de proteina, puesto que se
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requiere elegir una variedad de arroz y su respectiva fraccion de
pulido con mayor contenido de este nutriente para la obtencion

del concentrado proteico.

Primero se formulé una prueba de hipétesis con el fin de
determinar si existe diferencia significativa en el contenido

proteico entre variedades.

Ho: No existe diferencia significativa en el contenido proteico de

las variedades del SA.

Hi: Existe diferencia significativa en el contenido proteico de las

variedades del SA.

De igual manera se formul6 una prueba de hipétesis para
determinar diferencias significativas en el contenido proteico

entre las fracciones de pulido.

Ho: No existe diferencia significativa en el contenido proteico del

SA de las fracciones de pulido.
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Hi: Existe diferencia significativa en el contenido proteico del

SA de las fracciones de pulido.

Se procedio a realizar un andlisis de varianza (ANOVA) para los
factores: Variedad y Pulidos, los resultados del andlisis se

muestran en la Tabla 8.

TABLA 8. ANALISIS DE VARIANZA PARA PROTEINAS EN
FRACCIONES DE PULIDO

sc SC CM
Fuente | GL Ajustad | Ajustad F P
Sec.
a a
vereda | 2 | 82406 | 82406 | 41203 | 131 | 0.00
Pulido 1 | 5.6448 5.6448 5.6448 1673'1 0.00
S = 0.185996 R? =97.21% R? ajustado =
96.05%

ELABORADO POR: NARANJO — SUQUILANDA, 2013

Se observa que ambos factores presentan un valor P menor a
0.05, teniendo suficiente evidencia estadistica para rechazar Ho

a favor de Hi, para concluir que existe diferencia significativa en
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el contenido proteico de las tres variedades y entre las

fracciones de los pulidos de dichas variedades.

En la Figura 4.1 se muestra la grafica para los residuos en la
gue se evidencia la normalidad del error, homogeneidad en las
varianzas de los residuos y la independencia del error,

cumpliéndose con los supuestos del modelo.

Graficas de residuos para Proteina
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FIGURA 4.1. GRAFICA DE RESIDUOS PARA PROTEINA
ELABORADO POR: NARANJO - SUQUILANDA, 2013

Seguidamente, se realiz6 la prueba de Tukey con un 95% de
confianza (ver Tabla 9), donde se observa que la variedad con

el mayor contenido de proteina corresponde a INIAP 15,
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seguido de la 14 y de la 17 respectivamente. Por otro lado,
también se observé que el salvado obtenido en el Pulido 1
contiene mayor cantidad de proteina que el Pulido 2, lo cual se
corresponde lo observado por (Vargas & Aguirre, 2010) en la
caracterizacion de las fracciones de pulido de variedades
colombianas analizadas, donde se observd que la distribucion
de proteinas es heterogénea y la mayoria est4 concentrada de
forma decreciente desde las capas externas hacia el centro,
evidenciandose mayores contenidos de proteina en la primera
fraccion de pulido. Asi también la composicion del SA no sélo
estd en funcién de la variedad sino también del grado de
tecnificacion del pilado y de las condiciones de cosecha del

arroz.
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TABLA 9. METODO DE TUKEY PARA ANALISIS DE
FACTOR PULIDO Y VARIEDAD

PULIDO N MEDIA AGRUPACION
1 9 13,0 A
2 9 11,9 B
VARIEDAD N MEDIA AGRUPACION
15 6 13,2 A
14 6 12,6 B
17 6 11,5 C
Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.

ELABORADO POR: NARANJO - SUQUILANDA, 2013

La Figura 4.2 muestra un diagrama de cajas, en el cual se
puede apreciar la diferencia existente entre las medias del

contenido proteico por variedad de SA.
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Grafica de caja de Proteina
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FIGURA 4.2. DIAGRAMA DE CAJAS PARA EL CONTENIDO
PROTEICO ENTRE VARIEDADES

ELABORADO POR: NARANJO - SUQUILANDA, 2013

Una vez analizados estadisticamente los datos, se concluyé
usar como sustrato el SA de la variedad INIAP 15, puesto que
presenté el mayor porcentaje de proteina y, se mezclaron los
pulidos 1y 2 de dicha variedad para conformar la muestra como
la obtenida en el proceso de las piladoras industriales. De esta
manera se espera obtener un mayor contenido de nitrégeno en

los extractos.



Extraccion vy solubilizacion de proteinas
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Las medias de los resultados de este andlisis, los cuales se

obtuvieron por duplicado (Anexo G), se presentan en las

siguientes graficas:

Media de BSA (mg/ml)

Contenido proteico en SAD por tratamientos

8,395

7,825

495

6,935

6,43

Tratamiento
—&— Alcalino
—B— Enzimético

60 120 180 240 300
Minutos

FIGURA 4.3. CONTENIDO PROTEICO EN SA DESGRASADO

POR TRATAMIENTO

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013

La Figura 4.3 muestra que el tiempo 6ptimo en la extracciéon y

solubilizacion de proteinas en el sustrato D con el método
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alcalino fue a los 120 minutos, dando el mayor contenido de
proteina en el extracto liofilizado de 8,4 mg/ml, mientras que
con el método enzimatico el tiempo 6ptimo de incubacion fue a
los 180 minutos dando como resultado un contenido de proteina

de 5,7 mg/ml.

Contenido proteico en SASD por tratamientos

~ ~

~ ~

o (8,
1 1

(=2}
~
()]
1

Media de BSA (mg/ml)

7,055

Tratamiento
—&— Alcalino
—B— Enzimético

180 240 300

Minutos

120

FIGURA 4.4. CONTENIDO PROTEICO EN SA SIN

DESGRASAR POR TRATAMIENTO

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013
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La Figura 4.4 muestra que el tiempo Optimo en la extraccion y
solubilizacion de proteinas en el sustrato SD con el método
alcalino fue a los 180 minutos, dando una concentracion de
proteina en el extracto liofilizado de 7,01 mg/ml mayor que el
obtenido con método enziméatico, donde el tiempo Optimo de
incubacion también fue a los 180 minutos con una

concentracion de proteina menor de 4,73 mg/ml.

Se realiz6 pruebas de hipotesis con el fin de determinar la
influencia de los factores: tipo de sustrato, tipo de tratamiento y
tiempo de incubacion sobre el contenido de proteina (BSA) de

la muestra.

Tipo de sustrato:

Ho: EIl tipo de sustrato no influye significativamente en el

contenido proteico del extracto.

Hi: El tipo de sustrato si influye significativamente en el

contenido proteico del extracto.
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Tipo de tratamiento:

Ho: El tipo de tratamiento al que fue sometido el sustrato no
influye significativamente en el contenido proteico del extracto.
Hi: El tipo de tratamiento al que fue sometido el sustrato si

influye significativamente en el contenido proteico del extracto.

Tiempo:

Ho: El tiempo de incubacion no influye significativamente en el

contenido proteico del extracto.

Hi: El tiempo de incubacion si influye significativamente en el

contenido proteico del extracto.

Puesto que los datos obtenidos que se presenta en las Figuras
4.3y 4.4 cumplen con una distribucion normal y una igualdad en
las varianzas poblacionales (ver Anexo H) se procedio a realizar
un ANOVA, los resultados del andlisis se muestran en la Tabla

10.
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TABLA 10.
ANALISIS DE VARIANZA PARA PROTEINA

SC SC MC

AUBE e Sec | Ajust | Ajust 5 3
Tiempo 4 4,48 4,48 1,12 18,98 | 0,000
Tratamiento 1 47,63 | 47,63 | 47,63 | 806,88 | 0,000
Sustrato 4 717 | 7,17 | 7,17 | 121,38 | 0,000
Tratamiento * | 14 | 453 | 053 | 053 | 892 | 0,006
Sustrato
Error 24 1,42 1,42
Total 39 | 64,66
S$=024297 R?> =97,81% R? ajustado = 96,44%

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013

Se observa que los tres factores y la interaccion entre el tipo de
tratamiento y sustrato presentan un valor P menor a 0.05,
existiendo suficiente evidencia estadistica para rechazar Ho a
favor de Hy, para concluir que el tratamiento, tipo de sustrato y
tiempo de incubacion influyen significativamente en el contenido
proteico de los extractos analizados. Asi también se observa
gue hay una interaccion entre el tratamiento y tipo de sustrato

que afecta significativamente al contenido proteico.
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El estadistico R-Cuadrado afirma que el modelo es adecuado

para este disefio experimental.

En la Figura 4.5 se muestra la grafica para los residuos, en la
cual se evidencia la normalidad del error, homogeneidad en las
varianzas de los residuos e independencia del error

cumpliéndose con los supuestos del modelo.
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FIGURA 4.5. GRAFICA DE RESIDUOS PARA PROTEINA
ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013
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La Figura 4.6 permite visualizar el efecto del tipo de sustrato y
tratamiento sobre la variable de respuesta, donde se aprecia
gue el método alcalino y el sustrato desgrasado dan mayores

concentraciones de proteina en el extracto.

Grafica de efectos principales para BSA (mg/ml)
Medias de datos

Tratamiento Tipo de Sustrato

8 6,0 \

°

[}

s

515 1 \\

Alcalino Enzimatico Desgrasado Sin desgrasar

FIGURA 4.6. EFECTOS PRINCIPALES PARA PROTEINA
(BSA)

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013
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El diagrama de caja de la Figura 4.7 muestra el comportamiento
de las medias aritméticas del tipo de sustrato y tratamiento. La
media correspondiente al tratamiento por método alcalino y con

sustrato desgrasado present6 el mayor contenido proteico.

Segun el andlisis estadistico las mejores condiciones para la
fase de extraccidn de proteina es evidentemente usando como
sustrato SAD por el método alcalino a 120 minutos. Sin
embargo desde el punto de vista tecnoldgico y por cuestiones
de costos resulta mas conveniente usar un SA SD a fin de no

encarecer el producto final.

En conclusion, la mejor condicibn que se usé bajo estas
observaciones fue la del SA SD por el método alcalino a 180

minutos.
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BSA (mg/ml)
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Tratamiento

Grafica de caja de BSA (mg/ml)
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FIGURA 4.7. DIAGRAMA DE CAJA PARA PROTEINA
ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013

La determinacion de la cantidad de proteina de los productos

obtenidos en esta etapa bajo las condiciones escogidas, se

presenta en la Tabla 11 y en la Figura 4.9 el extracto proteico

liofilizado.
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TABLA 11. CONTENIDO DE PROTEINA TOTAL EN LOS
PRODUCTOS FINALES DE LA ETAPA DE EXTRACCION Y
SOLUBILIZACION

Precipitado 8,48+0,04*
Extracto
proteico 63,56+0,05
liofilizado

*Resultado expresado en base humeda

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013

FIGURA 4.8. EXTRACTO PROTEICO LIOFILIZADO
ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013



4.2  Cuantificacion del concentrado proteico

4.2.1 Grado de hidroélisis
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Una vez realizada la hidrdlisis se procedio a establecer el

tiempo en el cual se obtiene la mayor cantidad de

productos en la reaccion. Los datos obtenidos de la

reaccion se muestran en Tabla 12.

TABLA 12. RESULTADOS GRADO DE HIDROLISIS

Tiempo ;
Absorvancia Ser/m? Promedio
(minutos) (hg/mi)

0,45 3,03

90 2,60
0,33 2,17
0,64 411

135 4,25
0,60 4,39
0,79 5,47

180 5,33
0,75 5,18
0,58 3,96

225 411
0,62 4.25
0,58 3,96

270 4,00
0,59 4,04

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013
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Grafica lineal de Media( Serina (ug/ml) )
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FIGURA 4.9. CURVA DE GRADO DE HIDROLISIS DE
SDA 180 MIN

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013

Se puede observar en la Fig. 4.9 que el tiempo 6ptimo en
la hidrdlisis de proteinas en el sustrato SD con el método
alcalino fue de 180 minutos con una concentracién de 5,3

pg/ml de serina.
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4.2.2 Nitrégeno soluble
La determinacion de la cantidad de proteina y del
nitrogeno soluble del concentrado proteico, se presenta

en la Tabla 13.

TABLA 13. CARACTERIZACION DEL CONCENTRADO

PROTEICO
5 Concentrado
Parametro :
Proteico
Proteina 75%
Nitrégeno
53%
Soluble

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013

Sabor

De acuerdo a los resultados tabulados que se muestran
en el Tabla 14, se concluye que el concentrado proteico
no presenta un sabor amargo, tiene un sabor ligeramente

acido y salado, y un dulzor casi imperceptible; no deja
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sabor residual, lo cual es algo deseable. (KAEWKA, 2009
) indicO que las notas saladas de los hidrolizados
incrementa mientras que el aroma dulce decrece luego
del secado y se evidencia mas en un secado por

aspersion que en el concentrado liofilizado.

TABLA 14. PERFIL DE SABOR DEL CONCENTRADO

PROTEICO
Total
Caracteristicas | Puntaje | Promedio
Sabor 10 Aritmético
Panelistas
Dulce 11 1
Acido 15 2
Amargo 2 0
Salado 23 2

ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013

La figura 4.10 muestra el andlisis gréfico de las

evaluaciones de los perfiles de sabor del producto.
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FIGURA 4.10. GRAFICA PERFIL DE SABOR DE
CONCENTRADO PROTEICO
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ELABORADO POR: NARANJO Y SUQUILANDA, 2013
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES:

De las variedades ecuatorianas analizadas la que mayor
contenido de proteina present6 fue INIAP 15 con 13,50 + 0,03%,
seguido de INIAP 14 con 13,24 £0,11% e INIAP 17 12,3 + 0,33%
respectivamente. En todos los casos el alto contenido proteico

se corresponde a las fracciones de pulido 1.

El disefio experimental aplicado para analizar el efecto del tipo
de sustrato, tratamiento al momento de la obtencion de extractos
proteicos, demostré que estos factores influyen
significativamente en el contenido proteico del concentrado.

Siendo la extraccion alcalina con sustrato desgrasado la mejor
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con 8,4 mg/ml de BSA. Por otro lado, el mejor resultado en la
extraccion enzimatica fue de 5,7 mg/ml empleando sustrato

desgrasado.

Para la hidrolisis proteica se empleo el extracto proveniente del
meétodo alcalino con sustrato sin desgrasar, pues desde el punto
de vista tecnolégico y por cuestiones de costos resulta mas
conveniente usar este con el fin de no encarecer el producto
final. El tiempo 6ptimo en el que se obtiene la mayor cantidad de
productos en esta reaccion fue a 180 minutos con una

concentracion de 5,3 pg/ml de serina.

Se obtuvo un concentrado proteico con una cantidad de 75% de
proteinas y nitrdgeno soluble de 53%, presentando un sabor
ligeramente salado y acido, y un dulzor casi imperceptible; a
partir de salvado de arroz de la variedad INIAP 15 por un método

alcalino.
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RECOMENDACIONES:

e Se usO como sustrato SA de la variedad INIAP 15 y se mezclaron
los pulidos 1 y 2 de dicha variedad para conformar la muestra

como la obtenida en el proceso de las piladoras industriales.

e Con el fin de no encarecer el producto final se usé SA sin
desgrasar, pues desde el punto de vista tecnolégico y por

cuestiones de costos resulta mas conveniente usar este.

e Realizar este estudio empleando otro tipo de enzimas, con el fin
de encontrar mejores resultados en cuanto a rendimientos y

contenido proteico.

e Analizar las propiedades funcionales y cuantificar las proteinas
del concentrado proteico obtenido para poder recomendar su uso

en otras matrices alimentarias.



ANEXOS



ANEXO A
PREPARACIONES ENZIMATICAS UTILIZADAS EN EL

PROCESADO DE ALIMENTOS

Enzimas Origen Reacciones catalizadas
Proteasas
Bromelaina Pifias tropicales: En general hidrolizan proteinas y
Anancis comosus, polipéptidos dando péptidos de menor
Ananas bacteatus (L). | peso molecular
Ficina Higueras: Ficus sp. Las proteasas vegetales hidrolizan, en
Papaina Papaya: Curica genera_l, polipéptidos, amidas y ésteres
papaya (L). (espeqa!mentg en enlaces de N
aminodcidos basicos, leucina o glicina)
dando preparacion de hidrolizados
péptidos de menor peso molecular.
Proteasas Aspergillus niger Las proteasas microbianas hidrolizan los
fungicas Aspergillus oryzae polipéptidos para dar péptidos de peso
molecular méas bajo
Proteasas Bacillus subtilis

bacterianas

Bacillus licheniformis

Pepsina Estémagos de cerdo u | Hidrdlisis de polipéptidos, incluyendo los
otros animales gue tienen enlaces adyacentes a
residuos de aminoacidos aromaticos o
dicarboxilos, dando péptidos de menor
peso molecular
Tripsina Pancreas animales Hidrdlisis de polipéptidos amidas y

esteres, en enlaces en que participa el
grupo carboxilico de la L-arginina y L-

lisina, dando péptidos de menor peso

molecular

FUENTE: (Fennema & Tannenbaum, 1993)




ANEXO B

CLASIFICACION DE LAS ENDOPROTEASAS

Subtilisin 6-10 10-80

Bacillus Carlsberg

licheniformis Alcalase
Subtilisin 7-12 10-80

Serino-proteasas Bacillus lentus Esperase
Bacillus GMO Subtilisin 8-11 15-80

Savinase

Pancreaticas Novo-Pro D

Tripsina 7-9 10-55
Metalo-proteasa Bacillus Neutrase 6-8 10-65

amyloliquefacus

Rhizomucor Hannilase -6 10 -50
Aspartato-proteasa miehi Fromase
Cuajo Rennet 3-6 10 -50
Mezcla de aspartato Bacillus Protamex 6-8 10 -65
proteasas,
metaloproteasas y Aspergillus

carboxilpeptidasas Oryzae Flavourzyme | 4-8 10-55




ANEXO C

CONTENIDO DE PNA EN DIFERENTES TIPOS DE CEREALES

(% DE MATERIA SECA)

AX S0L AXINSOL  P-GLUCANOS  CELULOSA MANOSA  GALACTOSA  PNA  AX/PNA

Trigo 18 63 08 20 T 03 114 %
Centeno 34 55 20 15 03 03 132 | 67%
Maiz 0.1 5.1 1 20 0.2 06 gl B4 %
Salvado de trigo 1] 208 04 107 0.4 08 B3 | 62%
Sorgo 0.12 38 0.2 20 01 0.15 645 | 6%
DDGS de trigo 49 134 23 58 1 09 332 | 5%
Cebada 08 7. 43 39 02 02 167 | 47T%
DDGS de maiz 04 126 T 71 07 21 286 | 45%
Salvado de arroz 02 B3 T 12 04 12 N8 | 3%
Arroz T 02 0.1 03 T 0.1 08 25%
Harina de girasol 08 52 - 123 1.2 13 N5 19%
Harina de soja 075 225 : 6.2 13 4] N7 14%

T=Cantidades traza no cuantincables



ANEXO D

METODO DE BIURET

Para la cuantificacibn de la cantidad de proteina se utilizd el método de
Biuret, cuyo procedimiento se detalla a continuacion:

a) Se coloco 600 pl de la muestra problema en un tubo eppendorf, la
misma que corresponde a 3,8 pl del sobrenadante proveniente de la
extraccion y solubilizacion de proteinas (literal e€) diluido en 1496 pul de
agua destilada.

b) Se afiadié 900 ul de reactivo de Biuret.

c) Se agito en el vortex para homogenizar la muestra.

d) Se dejoé reaccionar en un bafio de temperatura controlada a 37°C por
15 min y en oscuridad.

e) Se colocéd la muestra en una cubeta de cuarzo, cuidando de que los
dedos solo toquen la parte esmerilada del mismo.

f) Se realizé la lectura de la absorvancia a 540 nm en un
espectrofotometro modelo Genesys 5 (Spectronic), previamente se
toma la lectura del blanco y se encer6 con el boton Autozero.

g) Se comparé la absorvancia con una curva patrén de BSA donde se
determind la cantidad de proteina total, para cada muestra, mediante la
interpolacion de estos valores en la curva patron y despejando los

valores respectivos de x de ecuacion de la recta (y=mx+b).



El blanco se preparé con 600 ul de agua destilada siguiendo el mismo

procedimiento.

Curva patrén de albumina (biuret)

Se prepard la curva patrén a partir de albumina de suero bovino (BSA)

10mg/ml de acuerdo a las diluciones que se muestran en la siguiente Tabla.

Concentraciones usadas para la elaboracion de la curva patron de BSA

Tubo Solucg)gp?atron H20 desltilada Con((r‘fgltrrna};non
A 0 2 0
B 0.4 1.6 2
C 0.8 1.2 4
D 1.2 0.8 6
E 1.6 0.4 8

La metodologia para la curva patrén de BSA fue la siguiente:

a) A partir de esta solucibn madre se realizaron las diluciones descritas en
la tabla.

b) Al tubo A se le afiadié 3 ml de reactivo de Biuret.

c) Se agito el tubo en el vértex para homogenizar la muestra.

d) Se dejoé reaccionar en un bafo de temperatura controlada a 37°C por

15 min y en oscuridad.



e) Se colocd la muestra en una cubeta de cuarzo, cuidando de que los
dedos solo toquen la parte esmerilada del mismo.

f) Se realizd la lectura de la absorbancia a 540 nm en un
espectrofotometro modelo Genesys 5 (Spectronic), previamente se

tomo la lectura del blanco y se encer6 con el boton Autozero.

Se llevé a cabo el mismo procedimiento para los tubos B, C,Dy E.

Obtenidas las absorbancias para cada tubo, se las graficé respecto a la

concentracion de BSA correspondiente, como se muestra en la figura

Grafica de linea ajustada
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Los resultados del analisis de regresion lineal entre absorbancia y

concentracion de BSA, se indican a continuacion:

La ecuacién de regresion es:
Absorbancia (540 nm) = 0,0172 + 0,0640 BSA (mg/ml)

Predictor Coef SE Coef T P
Constante 0,01720 0,01696 1,01 0,385

BSA (mg/ml) | 0,006395 | 0,003462 | 18,47 | 0,000
0
S =0,0218929 R-cuad.=99,1% R-cuad. (ajustado) =
98,8%

De acuerdo a los datos de la Tabla, el valor de la pendiente de la curva es de
0.00640, con un valor P de 0.000 con un nivel de confianza de 95%. El
coeficiente de correlacion indica el 98.8% de variabilidad de los datos, por lo
tanto con un valor R mayor a 70% se tiene que el modelo planteado para

describir la curva de regresion es robusto.



ANEXO E

CURVA PATRON DE SERINA

La metodologia para la curva patrén fue la siguiente:

a) Se prepard una solucion de L-serina (Ser) con una concentracion de 0,1
mg/ml: se pes6 1,25 mg de Sery se llevo a 12,5 ml.

b) A partir de esta solucibn madre se realizaron las diluciones descritas en
la tabla A.

c) Se coloco en una microplaca 50 pl del tubo A y luego se le adicion6 250
pl de reactivo revelador (OPAr+ME).

d) Se dej6 reposar a temperatura ambiente por dos minutos, e
inmediatamente se agitdé 5 segundos.

e) Se ley6 la absorvancia a 340 nm en un espectrofotbmetro modelo

Synergy HT (Biotek).




Se llevo a cabo el mismo procedimiento para los tubos B, C, D, Ey F.

Obtenidas las absorvancias para cada tubo, se las grafico respecto a la

concentracion de Serina correspondiente, como se muestra a continuacion:

Serina Absorvancia
(ug/ml) (540 nm)
0 0,0000
15 0,1300
25 0,2310
50 0,3835
75 0,5685
100 0,7005

Elaborado por: Naranjo y Suquilanda, 2013

Se graficaron los datos de la tabla con respecto a la concentracién de Serina
(ug/ml) correspondiente y se realizé un ajuste de datos por regresion lineal
simple, donde el coeficiente de correlaciéon fue de 0,9927. La curva patron se

muestra en la Figura a continuacion:
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Los resultados del analisis de regresion lineal entre absorvancia y

concentracion de Serina, se indican a continuacion:

La ecuacion de regresion es:
Absorbancia (340 nm) = 0,0279 + 0,00697 Serina (ug/ml)

Predictor Coef SE Coef T P
Constante 0,02786 0,01675 1,66 0,172
Serina (ug/ml) | 0,0069673 0,0002979 23,39 0,000
S =0,0254014 R-cuad. =99,3% R-cuad. (ajustado) =99,1%

De acuerdo a los datos, el valor de la pendiente de la curva es de 0.0070,
con un valor P de 0.000 con un nivel de confianza de 95%. El coeficiente de
correlacion indica el 99.3% de variabilidad de los datos, por lo tanto con un
valor R mayor a 70% se tiene que el modelo planteado para describir la curva

de regresioén es robusto.



ANEXO F

GRADO DE HIDROLISIS

Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:

Solucién A.

1,905 g de tetraborato disodico decahidratado (TB)

50 mg de dodecilsulfato sédico (SDS)

40ml de agua desionizada

Solucién B.

40 mg de OPA

1 ml de etanol.

50 ml de agua desionizada

Preparacion de solucién A:

a) Se disolvié en 40 ml de agua destilada 1,905 g de TB y 50 mg de SDS.

Preparacién de solucion B:

a) Se disolvié 40 mg de OPA en 1 ml de etanol.



La determinacién del grado de hidrdlisis de proteinas se la realizé con
Ortoftaldialdehido reactivo (OPAr). Para la preparacion de este reactivo fue la

siguiente:

a) En la preparacion de la solucion A cuidar de que se disuelva totalmente
el TB, caso contrario se filtra por gravedad.

b) Se junt6 las soluciones A y B, agitando con suavidad para no formar
espuma y enrasar a 50 ml con agua desionizada. La disolucion
resultante serd el OPA reactivo (OPAr). Guardar en frasco de topacio en
nevera.

c) Unos minutos antes de empezar, se sacO el OPAr de la nevera para
que se atempere.

d) Se calculd el volumen de reactivo necesario para el dia (250 pl por
muestra). Se prepard el reactivo mezclando OPAr y 2-mercaptoetanol
(ME) tal que el ME este al 5% en peso, es decir, se afadi6 4,49 ml de

ME por cada 100 ml de reactivo. Esto se calculé6 como sigue:

VOPAT'=0,9551V ; VME=O,04-4-9V



ANEXO G

Tiempo Absorvancia BSA /
. i mg/ml .
(minutos) gl Promedio Muestra
0,51 7,71
60 7,82
0,525 7,94
0,55 8,35
120 8,39
0,557 8,44
0,504 7,61
180 7,49 DA
0,489 7,38
0,462 6,96
240 6,93
0,459 6,91
0,428 6,42
300 6,43
0,429 6,44
0,41 6,06
60 6,10
0,41 6,14
0,43 6,46
120 6,44
0,428 6,42
0,472 7,11
180 . ‘
7
0.465 7.00 ,06 SDA
0,412 6,17
240 6,26
0,423 6,35
0,39 5,83
300 5,85
0,392 5,86
60 0,253 3,69
7
0,260 3,80 =7
0,307 4,53
120 4,49
0,302 4,45
0,325 4,81
180 i
4,73 SDE
0,315 4,66
0,320 4,73
240 4,72
0,318 4,70
0,290 4,27
300 4,25
0,288 4,23
0,32 4,70
4,6
60 0,32 4,66 8
0,35 5,14
120 5,05
0,33 4,95
0,40 5,94
180 : ‘
DE
0,37 5,44 %09
0,33 4,94
240 4,80
0,32 4,66
300 0,34 4.97
0,31 4,64 81




ANEXO H

COMPROBACION DE REQUISITOS DEL ANOVA PARA

CONCENTRACION DE PROTEINAS BSA (MG/ML)

Homocedasticidad

Prueba de igualdad de varianzas para BSA (mg/ml)
Tratamiento Tipo de Sustrato  Minutos
Alcalino Desgrasado 601 @——

1204 ® Prueba de Bartlett
180 {@&— Estadistica de prueba 19,34
240 { @— Valor P 0,436
300 { @

Sin desgrasar 60 1 @&—
120 { @—
180 H @——
240 H —-—
300 { @~

Enzimatico Desgrasado 60  @—

1201 &——
1801 @
240 0—m—
300 0—mmmmm

Sin desgrasar 60 { @——
120 1 &—
180 1 @&—
240 1 @~
300 { @—

T T T T T T
0 50 100 150 200 25
Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.

Ho: Las varianzas son homogéneas.

Hi: Las varianzas no son homogéneas.

Con un valor de P=0.158 existe suficiente evidencia estadistica para no
rechazar Ho, por lo tanto la varianza de los datos presentan

homocedasticidad.



ANEXO |
FORMATO PARA PRUEBA UMBRAL DE SABORES

BASICOS

Nombre: Fecha:

Reconocimiento de sabores basicos

Pruebe, en orden descendente, cada una de las soluciones en el
orden indicado en la ficha. Las soluciones pueden tener un gusto
dulce, &cido, salado o amargo. Entre las soluciones con sabores
basicos puede haber una o0 mas muestras que tienen solamente
agua. Identifique el sabor de la solucion de cada uno de los vasos
codificados. Enjudguese la boca con agua antes de degustar y
también entre muestra y otra.

CODIGO SABOR




ANEXO J

FORMATO PARA PRUEBA DE PERFIL DE SABOR

Ficha de cata para CONCENTRADO PROTEICO de Salvado de Arroz

Perfil de Sabor

Nombre: Fecha:

Frente a Ud. hay una muestra de CONCENTRADO PROTEICO, pruébela 'y
describa las caracteristicas de sabor que estan presentes en la misma

Marque con una X la casilla del término que mas describe lo que usted siente por
la muestra.

Atributos Intensidad percepcion*
Sabor 0 1 2 3 4 5
Dulce
Acido
Amargo
Salado

*La intensidad de percepcién esta de acuerdo a la siguiente codificacion:
0 = Ausencia total
1 = Casi imperceptible

2 = Ligera

3 = Media

4 = Alta

5 = Extrema

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS!
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